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1. Terapia Fotodinámica 
La terapia fotodinámica (TFD) es una modalidad terapéutica que se utiliza 
principalmente para el tratamiento del cáncer y otras patologías (Dolmans y 
col, 2003; Juarranz y col, 2008; Agostinis y col, 2011; Allison y Moghissi, 2013). 
Dentro del campo de la oncología, la TFD se aplica para tratar gran variedad 
de tumores, tales como de cabeza y cuello (este grupo engloba tumores 
cerebrales, de las cavidades orales y nasales, además de tumores de faringe y 
laringe), de piel, gastrointestinales, ginecológicos, pulmonares o urológicos 
(Fayter y col, 2010; Agostinis y col, 2011).  
La TFD presenta mayor eficacia en el tratamiento de tumores de pequeño 
tamaño, que pueden ser irradiados directamente o mediante endoscopia, 
salvo en el caso de los tumores cerebrales, donde es necesario recurrir a la 
cirugía para poder acceder al tumor. Aunque en algunos casos, la TFD por sí 
sola no es capaz de provocar la regresión total del tumor, sí consigue ralentizar 
la progresión de la enfermedad y mejorar la calidad de vida del paciente.  
En el caso de enfermedades no oncológicas, cabe destacar su utilización en 
el campo de la oftalmología, para el tratamiento de la degeneración macular 
asociada a la edad, además de otras enfermedades oculares, como la 
neovascularización coroidal o el hemangioma coroidal (Silva y col, 2008; Shah 
y col, 2009; Elizalde y col, 2012). También se aplica para el tratamiento de 
enfermedades dermatológicas, como la psoriasis, el acné o el escleroderma 
(Issa y Manela-Azulay, 2010; Lee y Baron, 2011); cardiovasculares, como es el 
caso de la arteriosclerosis, la hiperplasia o la restenosis (Kossodo y LaMuraglia, 
2001; Waksman y col, 2008); o en el campo de la reumatología para tratar la 
artritis (Hansch y col, 2008). 
Por otro lado, la mayoría de los compuestos fotosensibilizantes utilizados en TFD, 
son capaces de fluorescer al ser excitados con luz de una longitud de onda 
determinada, lo que permite su aplicación para la localización y el 
diagnóstico de tumores (Otto y col, 2011; Seitz y col, 2012). 






En el área de la microbiología, se está desarrollando su utilización para el 
tratamiento de infecciones microbianas localizadas, como heridas o úlceras 
infectadas, la sinusitis, la candidiasis oral, la periodontitis o infecciones 
pulmonares. Estas infecciones pueden ser de diversa naturaleza: bacteriana, 
vírica, fúngica o parásita (Cassidy y col, 2009; Denis y col, 2011). Además, se 
utiliza para la desinfección de sangre para transfusiones o la esterilización de 
superficies. En este último caso, se están desarrollando materiales con 
actividad fotodinámica, de modo que bajo unas condiciones de luz normales, 
se mantienen estériles, pudiéndose aplicar para mantener la asepsia en 
hospitales o en laboratorios.  
En campos distintos a la Medicina, la TFD se está utilizando en el tratamiento 
de aguas contaminadas por microorganismos, ya sea para el consumo 
humano o para fines industriales, tales como desinfección de piscifactorías 
(Kussovsky y col, 2001; Cassidy y col, 2009). 
1.1. ¿Cómo actúa la TFD? 
La TFD requiere la acción conjunta de tres componentes que por sí solos no son 
tóxicos, pero que al combinarse provocan un efecto fotosensibilizante en 
células y tejidos. Los tres elementos requeridos son: 
 Un compuesto fototóxico (fotosensibilizante), que se acumule 
principalmente en las células u órganos diana.  
 Luz de una determinada longitud de onda que active al fotosensibilizante 
(FS). Normalmente se utiliza luz roja, porque es la que presenta una mayor 
capacidad de penetración en los tejidos. 
 Oxígeno, para que la reacción sea posible.  
El mecanismo de actuación de la TFD (Dolmans y col, 2003; Juarranz y col, 
2008; Agostinis y col, 2011) es el siguiente: el FS al ser excitado por la luz, pasa 
de un estado basal a un estado excitado triplete, desde el cual es capaz de 
transferir electrones a las moléculas vecinas, volviendo el FS a su estado basal. 
Esto provoca que se generen radicales libres, que interaccionan con el 
oxígeno, dando lugar a distintas especies reactivas de oxígeno (ROS), como el 
anión superóxido (O2-), el peróxido de hidrógeno (H2O2) o el radical hidroxilo 






Figura 1. Mecanismos de actuación de la TFD. 
(Dolmans y col, 2003. Nat Rev Cancer 3:380-38) 
(OH·), que son agentes altamente reactivos y tóxicos, causantes de la muerte 
celular: reacción tipo I (Fig. 1).  
El FS excitado también puede transferir directamente sus electrones al oxígeno, 
generando otro tipo de ROS, el oxígeno singlete (1O2), una forma muy reactiva 
del oxígeno, capaz de interaccionar con distintas moléculas biológicas como 
lípidos, proteínas o ácidos nucleícos, ocasionando la muerte celular: reacción 
tipo II (Fig. 1). Mientras esta vía predomina en medios ricos en O2, la reacción 











En los tratamientos in vivo existen tres posibles vías (Agostinis y col, 2011; Allison 
y Moghissi, 2013) por las que la TFD puede destruir los tumores:  
 Dañando directamente las células tumorales: cuando el FS se acumula en 
las células, al ser irradiado, genera ROS que desencadenan la muerte 
celular (Buytaert y col, 2007). 
 Dañando la vascularización del tumor: los tumores necesitan gran 
cantidad de oxígeno y nutrientes para mantener su ritmo de crecimiento, 
por lo que pueden inducir la formación de vasos sanguíneos 
(angiogénesis) para incrementar su irrigación. Los tratamientos 
fotodinámicos pueden constreñir o bloquear estos vasos sanguíneos, 
provocando trombosis y hemorragias, lo que genera un déficit de oxígeno 






en el tejido tumoral, que ralentiza el crecimiento del tumor o lo destruye. 
Este efecto puede potenciarse con el uso de inhibidores de la 
angiogénesis, para evitar la posible regeneración del tumor (Bhuvaneswari 
y col, 2009). 
 Activando el sistema inmune contra las células cancerosas: como 
consecuencia del daño a la vasculatura tumoral, se produce una 
inflamación local y la liberación de citoquinas y de proteínas de respuesta 
a estrés. Todo esto provoca la invasión del tumor por parte de los 
leucocitos, que contribuyen tanto a la destrucción del tejido maligno 
como a la estimulación del sistema inmune, que puede reconocer las 
células patógenas y destruirlas (Brackett y Gollinck, 2011). Esta capacidad 
de estimular una respuesta inmune es una de las grandes ventajas de la 
TFD sobre otras terapias antitumorales, como la quimioterapia o la 
radioterapia, que provocan un efecto inmunosupresivo que deja al 
paciente expuesto a contraer otras enfermedades (Nowis y col, 2005; 
Brackett y Gollinck, 2011).  
La contribución de cada uno de estos mecanismos en la destrucción del tumor 
depende, del tipo de FS utilizado, de la dosis de tratamiento, del tiempo 
transcurrido entre la administración del FS y la exposición a la irradiación y de 
la concentración de O2 en el tejido (Agostinis y col, 2011).  
Habitualmente, tras administrar el FS al paciente, se deja un intervalo de 
tiempo largo (más de 6 h) antes de irradiar, con el fin de que el FS sea 
eliminado de los tejidos sanos y se acumule en las células tumorales. Sin 
embargo, algunos estudios han puesto de manifiesto que reduciendo este 
intervalo de tiempo a 30 min, se consigue que el FS esté aún en los vasos 
sanguíneos del tumor, produciendo daño en la vasculatura, con la 
consiguiente necrosis y estimulación del sistema inmunitario (Chen y col, 2002). 
En algunos tratamientos es conveniente producir esta respuesta necrótica en 
el tumor, que genere una inflamación local y la activación del sistema inmune. 
Por el contrario, en otros tipos de tumores, como es el caso de los cerebrales, 
conviene inducir una respuesta de tipo apoptótico, evitando la inflamación. 
Además, algunos trabajos apuntan a que la inducción de apoptosis mediante 






TFD, también puede provocar una respuesta inmunológica (Garg y col, 2010). 
Por tanto, es posible modular la TFD, en función del tipo de respuesta que se 
desea alcanzar. 
1.2. Fotosensibilizantes 
El primer FS utilizado en estudios de TFD fue la hematoporfirina (Hp), 
caracterizada por Meyer-Benz a comienzos del siglo XX. A partir de este 
compuesto, Lipson y Baldes sintetizaron el derivado hematoporfirínico, HPD 
(Lipson y Baldes, 1960), hito considerado como el inicio de la TFD moderna. 
Estos autores observaron que este compuesto se acumula preferentemente en 
células tumorales, emitiendo fluorescencia roja al ser excitado con luz 
ultravioleta, por lo que se investigó su uso para fines diagnósticos (Lipson y col, 
1961). En los años setenta, el grupo de Dougherty descubrió que el HPD 
irradiado con luz roja produce la regresión de tumores de mama en ratones 
(Dougherty y col, 1975). Durante los años ochenta, Dougherty analizó la 
estructura de la Hp, que se compone de una serie de porfirinas distintas, y 
también determinó que la transformación de la Hp en HPD por acetilación, da 
lugar a nuevas porfirinas (Dougherty, 1983). Posteriormente, caracterizó el 
compuesto activo del HPD, que está formado por dos porfirinas unidas por un 
enlace éter, denominando a este compuesto dihematoporfirin-éter (DHE) 
(Dougherty y col, 1984). Todos estos descubrimientos condujeron al 
lanzamiento del primer FS aprobado para su utilización clínica, un HPD 
comercializado como Photofrin® o PhotoBarr®. Este derivado es una mezcla, 
no bien definida, de más de 60 compuestos. Canadá fue el primer país en 
aplicarlo en 1993, y sigue siendo ampliamente utilizado para el tratamiento de 
tumores sólidos en numerosos países (Agostinis y col, 2011). Sin embargo, el HPD 
dista mucho de reunir las propiedades ideales (Piette y col, 2003; Allison y 
Moghissi, 2013) para su aplicación médica por las siguientes razones: 
 Su composición química es poco conocida, lo que dificulta determinar su 
mecanismo exacto de actuación y su farmacocinética.  
 Al estar formado por una mezcla de mono/di/oligómeros, es difícil 
reproducir su composición. 
 Baja selectividad tumoral 






 Provoca fotosensibilidad cutánea prolongada, lo que obliga a que los 
pacientes, una vez sometidos al tratamiento, deban evitar la exposición a 
la luz solar de 4 a 6 semanas. 
 Escasa absorbancia en la región del rojo. Esto hace que sea necesario 
utilizar altas concentraciones de FS y dosis de luz elevadas en los 
tratamientos. 
Estos inconvenientes han llevado a la búsqueda y caracterización de nuevos 
FSs más eficaces, con propiedades físicas, químicas y biológicas más 
adecuadas para su aplicación clínica. El objetivo de estas investigaciones es 
obtener drogas puras, con una elevada capacidad de absorción de luz roja, 
alta producción de formas activas de oxígeno, selectividad máxima para las 
células cancerosas y efectos secundarios mínimos (Bechet y col, 2008; Agostinis 
y col, 2011). 
Actualmente, varios de estos FSs de segunda generación están aprobados 
para su utilización clínica, como es el caso del ácido-5-aminolevulínico (5-ALA) 
y su éster metilado (MAL), la temoporfina y la verteporfirina (Juarranz y col, 
2008; Agostinis y col, 2011; Allison y Moghissi, 2013). 
Tanto el 5-ALA como su éster metilado, comercializados con los nombres 
Levulan® y Metvix® respectivamente, son precursores de la protoporfirina IX, un 
FS endógeno asociado con ciertas formas de porfiria. Una vez dentro de las 
células los precursores se transforman, mediante el metabolismo celular, en la 
porfirina fotoactiva. Ambos fármacos se emplean principalmente en 
dermatología para tratar la queratosis actínica, carcinomas de células basales 
y la enfermedad de Bowen, aunque al ser porfirinas presentan muchos de los 
inconvenientes descritos para el HPD, en lo referente a sus propiedades 
relacionadas con la absorción de luz (Silva y col, 2008; Lee y Baron, 2011). 
La temoporfina (m-THPC), comercializada como Foscan®, se emplea 
fundamentalmente para tratamientos paliativos de tumores de cabeza y 
cuello, pulmón, piel y cerebrales. El Foscan® posee un coeficiente de 
absorción en el rojo mayor que los FSs anteriormente mencionados, por lo que 
requiere dosis de tratamiento menores para conseguir un efecto terapéutico 






comparable. Sin embargo, presenta diversas complicaciones asociadas, 
paradójicamente, a su elevado potencial fotodinámico. 
Finalmente, la verteporfirina o benzoporfirina, comercializada como 
Visudyne®, está indicada para tratar la degeneración macular asociada a la 
edad y la neovascularización coroidal (Silva y col, 2008; Shah y col, 2009; 
Muehlmann y col, 2011). 
Sin embargo, ninguno de estos FS cumple con todas las características ideales, 
siendo la caracterización de nuevos FS, uno de los objetivos de la TFD en la 
actualidad. Entre los FSs que actualmente se están estudiando, algunos de 
ellos ya en fase preclínica, se encuentran drogas tales como las porfirinas 
sintéticas, las clorinas, las bacterioclorinas, las purpurinas, las ftalocianinas, las 
naftalocianinas, las texafirinas y los porficenos (Villanueva y col, 2003; 
O´Connor y col, 2009). 
1.3. TFD y cultivos celulares 
Una de las herramientas más empleadas para el estudio de los FSs antes de su 
aplicación in vivo son los cultivos celulares. Estos poseen una serie de ventajas 
con respecto a los estudios in vivo: menor complejidad, mayor control sobre el 
ambiente que rodea a las células y homogeneidad tanto a nivel morfológico 
como de composición, permitiendo profundizar más fácilmente en la 
comprensión de los procesos biológicos y bioquímicos que tienen lugar 
durante los tratamientos fotodinámicos. 
En cultivos celulares, la respuesta celular que desencadenan los tratamientos 
fotodinámicos depende de varios factores (Peng y col, 1996; Villanueva y col, 
2003; Cañete y col, 2009; Krammer y Verwanger, 2012): 
1.3.1. Dosis de tratamiento  
Viene dada por tres parámetros: la concentración del FS administrado, el 
tiempo de incubación en presencia del FS y la dosis de luz aplicada. 
Modificando estos tres valores es posible inducir distintas respuestas en las 
células. 
 Concentración del FS: puede determinar el tipo de muerte celular que 
desencadena la TFD. Es el caso de la eritrosina, que en función de la 






concentración administrada puede inducir distintas respuestas celulares: 
concentraciones bajas del FS producen una respuesta apoptótica, 
mientras que concentraciones altas causan necrosis (Garg y col, 2012). En 
otros casos, la concentración determina la cinética del proceso de muerte 
celular, como ocurre con el derivado del azul de metileno (MBD) en 
células V79: altas concentraciones de este FS producen una rápida muerte 
por apoptosis (3 h después de irradiar), mientras dosis más bajas también 
provocan la muerte por apoptosis aunque mucho más lenta (48 h después 
de irradiar) (Noodt y col, 1998). 
 Tiempo de incubación: diversos trabajos realizados en células CV-1 
tratadas con Photofrin®, han puesto de manifiesto que el tiempo de 
incubación tiene gran influencia sobre la respuesta que provoca la TFD. 
Con tiempos cortos de incubación, el FS se localiza principalmente en la 
membrana plasmática, induciendo un proceso fundamentalmente 
necrótico. Por otro lado, con tiempos más largos de incubación, el daño se 
localiza mayoritariamente en distintos orgánulos celulares, 
desencadenando un proceso de tipo apoptótico (Dellinger, 1996; Hsieh y 
col, 2003; Soriano y col, 2013). 
 Dosis de luz: estudios realizados con los FSs ftalocianina de aluminio (AlPc) 
(Luo y Kessel, 1997) o la porfirina TMPyP (Villanueva y col, 1993), han 
mostrado que variando la dosis de luz administrada en la TFD, es posible 
modular el mecanismo de inactivación celular que se desencadena: con 
dosis de luz bajas, las células mueren por un proceso principalmente 
apoptótico, mientras que dosis más altas causan la inactivación por 
necrosis. Sin embargo, es necesario establecer la dosis adecuada de luz, 
puesto que no siempre se obtiene una mayor inactivación celular al 
irradiar con una luz de mayor intensidad. Es el caso de la tetra sulfo-
ftalocianina de aluminio (AlTSPc) o de zinc (ZnTSPc) en células UACC62. En 
ambos casos, la mayor eficacia de tratamiento se observa con una dosis 
de luz de 4,5 J/cm2, mientras que aplicando dosis mayores se obtiene una 
menor inactivación celular, lo que se debe a un fenómeno conocido 
como photobleaching, que consiste en la degradación fotoquímica del FS 
debida a la propia irradiación (Maduray y col, 2011; 2012). 






1.3.2. Tipo celular  
Varios estudios han demostrado, que un mismo FS, aplicado en las mismas 
condiciones experimentales, puede provocar diferentes respuestas en función 
de la línea celular a la que se administra. Es el caso del tetrafenilporficeno de 
Paladio (II) (TPPoPd), que en células HeLa causa la inactivación por apoptosis 
(Cañete y col, 2000; Villanueva y col, 2003), mientras que un tratamiento 
equiparable en células de la línea A-549, induce un proceso necrótico 
(Cañete y col, 2004). Por otro lado, el 5-ALA presenta un comportamiento 
similar, produciendo necrosis o apoptosis dependiendo de la línea celular que 
se trate (Wyld y col, 2001). 
1.3.3. Localización subcelular 
Es un factor determinante en la respuesta inducida por la TFD. Esto se debe a 
que el 1O2 producido durante las reacciones fotodinámicas, posee una vida 
media inferior a 320 nanosegundos y una capacidad de difusión entre 10 y 55 
nm, por lo que únicamente es capaz de interaccionar con las estructuras 
celulares más cercanas al lugar donde se acumula el FS (Moan y Berg, 1991; 
Dysart y col, 2005). La localización subcelular viene dada por una serie de 
características estructurales del FS, como la carga o el grado de 
hidrofobicidad y de asimetría de la molécula. El mecanismo de vehiculización 
y la vía de internalización de los FSs en la célula, también puede influir sobre la 
localización intracelular del compuesto. Entre las estructuras celulares que 
pueden ser diana de la TFD están: 
 Mitocondrias: en estos orgánulos reside el sistema de regulación de la 
apoptosis intrínseca, por lo que los FSs que se localizan en ellas pueden 
provocar la inactivación celular por esta vía (Moor, 2000; Kessel y col, 2002; 
Piette y col, 2003; Garg y col, 2012; Hoi y col, 2012), aunque en algunos 
casos pueden iniciar un proceso autofágico (Kessel y col, 2006; 
Sasnauskiene y col, 2009a; b). Todos estos FSs suelen provocar una 
respuesta más rápida y eficaz que aquellos FSs que se localizan en otras 
estructuras celulares (Oliveira y col, 2011). 
 Membrana plasmática: en ella se acumulan algunos FSs hidrofóbicos, 
como el meso-tetrafenilporficeno (TPP) (Cañete y col, 1998) o la AlPc 






(Moor, 2000). Ésta última provoca la activación de fosfolipasas (PLA 2 y C), 
involucradas en diversas rutas capaces de desencadenar la apoptosis. Por 
otro lado, el Photofrin® también puede acumularse en la membrana 
plasmática con tiempos cortos de incubación, induciendo ciertos eventos 
apoptóticos como la activación de la caspasa-3 o la pérdida del 
potencial de la membrana mitocondrial, aunque el proceso apoptótico 
no puede completarse debido a la ruptura de la membrana plasmática, 
por lo que no se observan otras características clásicas de esta ruta, como 
la translocación de la fosfatidilserina o la fragmentación de la cromatina, 
resultando una morfología final de tipo necrótico (Hsieh y col, 2003). 
 Lisosomas: muchos FSs se localizan en estos orgánulos, como el azul de 
metileno (Yao y Zhang, 1996; Oliveira y col, 2011), la N-aspartil clorina e6 
(NPe6) o la tetra (4-sulfonatofenil)-porfina (TPPS4). Algunos de estos FSs se 
acumulan en la membrana lisosomal, como es el caso de la NPe6, 
mientras que otros lo hacen en el espacio interno del orgánulo, como la 
TPPS4. En el primer caso, la membrana lisosomal pierde su integridad 
inmediatamente después del tratamiento fotodinámico, liberando al 
citoplasma las proteasas lisosomales, que son inactivadas en su mayoría 
por inhibidores endógenos y por el pH más básico del citoplasma, aunque 
parte de estas enzimas, como las catepsinas, pueden llegar a 
interaccionar con moléculas proapoptóticas como Bid, induciendo un 
proceso apoptótico (Reiners y col, 2002; 2010). Por el contrario, los FSs que 
se acumulan en el espacio interno del orgánulo, provocan la 
fotoinactivación de las enzimas lisosomales antes de que la integridad de 
la membrana lisosomal se pierda, por lo que las enzimas liberadas al 
citoplasma están inactivas en su totalidad. En este caso, el FS se libera al 
citoplasma y se relocaliza en otros orgánulos no lisosómicos, desde donde 
se desencadena la respuesta fototóxica (Reiners y col, 2010).  
 Retículo endoplasmático: en él residen los mecanismos de regulación de la 
homeostasis del calcio, implicado en el control de la muerte celular, de 
modo que algunos FSs que se localizan en el RE, como el caproniloxi-
tetrakis metiloxietil porficeno (CPO), pueden causar una liberación de Ca2+ 
capaz de desencadenar la apoptosis por la vía intrínseca. Sin embargo, 






dicha liberación no es suficiente ni imprescindible para inducir la muerte 
celular. La principal causa de desencadenar la apoptosis, en este caso, es 
la degradación de Bcl-2, una proteína antiapoptótica localizada tanto en 
mitocondrias como en el RE (Kessel y col, 2005). 
 Aparato de Golgi: también puede desencadenar la muerte celular, siendo 
diana de FSs como la ftalocianina de Zinc (II) (ZnPc) (Fabris y col, 2001; 
Cristobal y col, 2006), que bajo determinadas condiciones experimentales, 
se localiza en dicho orgánulo. Algunos estudios han mostrado que en 
algunas líneas celulares como HeLa, el aparato de Golgi es capaz de 
actuar como un señalizador proapoptótico, en respuesta al estrés 
oxidativo producido por los tratamientos fotodinámicos (Mancini y col, 
2000).  
Además, el citoesqueleto puede ser diana secundaria de la TFD. Algunos FS 
como la AlPc alteran el citoesqueleto de microtúbulos (MTs), provocando la 
despolimerización de estos (Berg y Moan, 1997). Otros FSs como la hipericina 
(HYP) (Piette y col, 2003) o TPPoPd (Cañete y col, 2000), inducen alteraciones 
del ciclo celular, que llevan a que la célula entre en apoptosis y sea eliminada, 
manteniendo la homeostasis celular. 
También los microfilamentos de actina se pueden ver afectados por los 
tratamientos fotodinámicos. Dado que los microfilamentos están implicados en 
la adhesión celular al substrato, algunos FS como el 5-ALA, a concentraciones 
subletales inducen cambios morfológicos e impiden que las células se peguen 
al substrato o se despeguen de éste al tripsinizarlas (Uzdensky y col, 2005). Esta 
alteración de la adhesión celular puede ser aprovechada para disminuir los 
procesos de metástasis en un tumor. El TPPoPd también causa una rápida 
perdida de las fibras de estrés en células A-549, lo que provoca que se 
despeguen del sustrato (Cañete y col, 2004). 
1.3.4. Vehiculización 
A grandes rasgos, los FSs se pueden dividir en dos tipos, hidrofílicos e 
hidrofóbicos. Los hidrofílicos es posible disolverlos fácilmente en medios 
acuosos, tales como tampones, medios de cultivo o directamente en agua, lo 
que facilita su administración a las células. Es el caso del azul de toluidina, el 






azul de metileno (Cañete y col, 1993) o el derivado tetrasulfonado de la ZnPc 
(ZnTSPc) (Maduray y col, 2011).  
Sin embargo, muchos FSs son hidrofóbicos, por lo que al disolverlos en medios 
acuosos, presentan fuertes interacciones entre sus moléculas, lo que altera sus 
propiedades fotofísicas (menor producción de 1O2), químicas (menor o nula 
solubilidad) y biológicas (menor capacidad de penetración en las células) (Jin 
y Zheng, 2011). Para evitar estos problemas, se han desarrollado numerosos 
sistemas de vehiculización, que aportan distintas ventajas, como la capacidad 
de transportar mayores cantidades de FS sin alterar su actividad, evitando su 
degradación o eliminación prematura de la circulación sanguínea y 
facilitando la acumulación selectiva en el tejido diana o la interacción del FS 
con las células (Jin y Zheng, 2011; Muehlmann y col, 2011). 
Algunas de las estrategias de vehiculización empleadas son: 
 El uso de solventes orgánicos, como el etanol (Vargas y col, 2004) o el 
dimetilsulfóxido (DMSO) (Chin y col, 2008), que al ser miscibles en agua 
permiten que el FS disuelto en estos compuestos se diluya en medios 
acuosos, conservando mejor sus propiedades físico-químicas. Sin embargo, 
el uso de estos solventes acarrea cierta toxicidad celular, que hay que 
tener en cuenta a la hora de utilizarlos en TFD. 
 Añadir al medio acuoso moléculas capaces de estabilizar al FS, como por 
ejemplo la albúmina sérica, reduciendo de este modo la agregación de 
FSs hidrofóbicos tales como la ZnPc, aunque sus propiedades fotofísicas 
empeoran si se comparan con el FS disuelto en solventes orgánicos 
(Alarcón y col, 2009). 
 Conjugar los FSs con anticuerpos específicos contra las células tumorales 
(van Dongen y col, 2004) o incluirlos dentro de nanopartículas modificadas 
con ligandos con afinidad por las células cancerosas (Vargas y col, 2004; 
Pegaz y col, 2005; Rana y col, 2007; Master y col, 2013). Estas 
modificaciones, además de incrementar la estabilidad de los FS en 
soluciones acuosas, también mejoran su especificidad de localización. 






Figura 2. Esquema de un liposoma. (Safinya 
y Ewert, 2012. Nature 489:372–374) 
 
Además de las anteriormente mencionadas, una de las técnicas más utilizadas 
para vehiculizar FSs son los liposomas, unas pequeñas vesículas artificiales 












Los liposomas se acumulan preferentemente en las células tumorales, gracias a 
que éstas sobreexpresan receptores de membrana, que reconocen los 
liposomas y los introducen en el citoplasma. Entre estos receptores destacan 
los receptores de partículas LDL, que se encuentran en altas cantidades en la 
superficie de las células tumorales, dado que por su elevada tasa de 
proliferación, estas células necesitan un gran aporte de colesterol para 
sintetizar sus membranas (Derycke y de Witte, 2004). 
Entre las principales ventajas de los liposomas (Jin y Zheng, 2011; Muehlmann y 
col, 2011) se cuentan que: 
 Son biocompatibles. 
 Es posible introducir en su interior tanto FSs hidrofílicos, que quedan en el 
espacio interno acuoso del liposoma; como hidrofóbicos, que se incluyen 
en la bicapa lipídica de la vesícula. De este modo los FSs se mantienen en 
estado monomérico, evitando su agregación y mejorando su rendimiento 
fotodinámico.  






 Las moléculas incorporadas en su interior están protegidas de las 
condiciones externas, evitando así la posible degradación o alteración de 
sus propiedades. 
 Su tamaño, carga y propiedades superficiales son fácilmente modificables, 
lo que permite dirigir fármacos contra células concretas, e incluso, 
compartimentos celulares específicos. 
Una forma de alterar las propiedades y lugar de acumulación de los liposomas, 
es mediante la conjugación con diversos ligandos de membrana (Jin y Zheng, 
2011; Muehlmann y col, 2011). Algunos de estos ligandos son: 
 Anticuerpos: al igual que ocurría con los FSs libres, es posible utilizar 
anticuerpos capaces de reconocer alguna proteína específica de las 
células tumorales, para dirigir los liposomas contra un tipo celular tumoral 
especifico (Sofou y Sgouros, 2008; Torchilin, 2010). Es el caso de HER2, una 
proteína sobreexpresada en la membrana de algunas células 
cancerígenas, por lo que conjugar liposomas con anticuerpos anti-HER2, 
dirige estos liposomas contra las células tumorales (Park y col, 2001). 
 Folato: los receptores de folato pueden estar sobreexpresados en células 
cancerosas, de modo que conjugando folato con liposomas, es posible 
dirigirlos preferentemente al tumor, penetrando en las células a través de 
endocitosis mediada por receptores de folato (García-Díaz y col, 2011a; 
Kolhatkar y col, 2011). 
 Transferrina: al igual que el folato, muchas líneas celulares tumorales 
sobreexpresan receptores de transferrina en su membrana, para conseguir 
el aporte extra de hierro necesario para sostener su elevada tasa de 
proliferación. Por tanto, conjugar liposomas con transferrina o con 
anticuerpos contra sus receptores, es otra interesante estrategia para dirigir 
los liposomas (Hatakeyama y col, 2004; Kolhatkar y col, 2011). 
 Péptidos: también es posible funcionalizar los liposomas con secuencias 
peptídicas, que tienen una menor inmunogenicidad y tamaño que los 
anticuerpos, lo que permite obtener liposomas con menor peso molecular. 
Un ejemplo son los liposomas cargados con el derivado de la 
benzoporfirina (BPD-MA), recubiertos con polietilenglicol (PEG) conjugado 






con el pentapéptido APRPG. Estos liposomas se acumulan con mayor 
especificidad en las células endoteliales de la vasculatura del tumor, 
consiguiendo un efecto antiangiogénico mayor con una menor dosis de 
tratamiento (Ichikawa y col, 2005). 
 Nanopartículas: otra estrategia para dirigir FSs, así como otras moléculas 
incluidas en liposomas hacia un determinado tipo celular, consiste en 
combinar los liposomas con nanopartículas magnéticas, que permite 
mediante campos magnéticos continuos, dirigir los liposomas cargados 
con el FS y las nanopartículas contra un tejido específico (Al-Jamal y 
Kostarelos, 2007; Master y col, 2013). 
Por tanto, los liposomas son una herramienta muy versátil y con gran potencial 











































2. Muerte celular 
Durante su ciclo de vida, las células eucariotas se multiplican, sobreviven 
durante un tiempo determinado y finalmente mueren. La vida media de una 
célula varía en función de la especie a la que pertenezca dicha célula. Por 
ejemplo, los eritrocitos de cerdo tienen una vida media de 63 días, mientras 
que en caballo es de 140 días. También existen variaciones dentro de un 
mismo organismo en función del tipo celular, de modo que las células 
epiteliales del intestino delgado tienen una vida media de 3 a 5 días, y las 
células cutáneas de 20 a 25 días. Otras células, como las del músculo cardiaco 
o las neuronas no se renuevan en toda la vida del individuo. Para adaptar su 
ciclo vital a las necesidades del organismo, las células presentan una serie de 
mecanismos conocidos como muerte celular programada, a través de los que 
las células se autoeliminan en determinadas condiciones. 
A nivel evolutivo, los organismos han desarrollado distintos mecanismos de 
muerte celular con diversos objetivos. Mientras en organismos unicelulares, los 
mecanismos de muerte celular programada permiten adecuar el número de 
individuos a la cantidad de nutrientes disponibles, en organismos 
multicelulares, la muerte celular programada juega diversos papeles 
relacionados con el desarrollo embrionario y neuronal, el control de la 
homeostasis celular y la eliminación de células dañadas o infectadas por 
patógenos (Pereira y Amarante-Mendes, 2011; Strasser y col, 2011; Ulukaya y 
col, 2011). 
El concepto de muerte celular programada surge a mitad de los años 60 (Kerr, 
1965; Lockshin y Williams, 1965). Desde su descubrimiento, se ha tratado de 
establecer una clasificación de los distintos tipos de inactivación celular, en 
base a las características morfológicas propias de cada ruta de muerte. En 
1973, Schweichel y Merker describieron tres tipos de morfologías distintas en 
células muertas de tejidos prenatales (Schweichel y Merker, 1973): una muerte 
celular de tipo I (apoptosis), de tipo II (autofagia) y de tipo III (necrosis), que 
constituyen los tres principales mecanismos de muerte desde un punto de vista 
morfológico (Kroemer y col, 2005). Sin embargo, en los últimos años se ha 
puesto de manifiesto que procesos con unas características morfológicas muy 






similares, presentan una gran heterogeneidad bioquímica y funcional (Galluzzi 
y col, 2007; Green y col, 2009; Kroemer y col, 2009).  
Por este motivo, diversos autores han tratado de desarrollar una clasificación 
basada en criterios de tipo bioquímico, pero la elaboración de dicha 
clasificación conlleva varios problemas. Por un lado, una ruta de muerte 
celular asociada a un proceso bioquímico determinado, puede tener lugar en 
ausencia de dicho proceso. Es el caso de la apoptosis, que se ha asociado 
tradicionalmente a la activación de caspasas, aunque numerosos trabajos 
han puesto de manifiesto que pueden tener lugar procesos apoptóticos 
independientes de caspasas (Chipuk y Green, 2005; Kroemer y Martin, 2005). 
Otro ejemplo es la translocación de fosfatidilserina (PS) de la monocapa 
lipídica interna de la membrana plasmática, a la monocapa lipídica externa, 
evento que es un marcador clásico de apoptosis temprana, aunque hay casos 
en que se producen procesos apoptóticos en ausencia de este fenómeno 
(Martin y col, 1995; Qu y col, 2007).  
Otro problema a la hora de establecer dicha clasificación, es el hecho de que 
fenómenos considerados específicos de un tipo de muerte celular, pueden 
tener lugar cuando se producen otras vías de muerte distintas. Por ejemplo, la 
producción de especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno tiene lugar en 
numerosos casos de apoptosis (Nicotera y col, 1999; Kroemer y col, 2007), pero 
también se ha relacionado con procesos de necrosis regulada (Vandenabeele 
y col, 2010). Lo mismo ocurre con la translocación de la PS, que además de 
producirse en procesos apoptóticos, tiene lugar en etapas tempranas de otras 
rutas no apoptóticas (Wang y col, 2009; Mihalache y col, 2011).  
Por último, es posible que se produzca la activación de procesos bioquímicos 
asociados a la muerte celular, a niveles subletales o transitorios que no llevan a 
la eliminación de la célula. Es el caso de la permeabilización de la membrana 
mitocondrial externa (MOMP), que cuando ocurre de una forma masiva 
constituye un punto de no retorno en la apoptosis intrínseca (Kroemer y col, 
2007). Sin embargo, existen procesos no relacionados con la muerte celular, 
como la diferenciación de megacariocitos y granulocitos, en los que se 
produce una MOMP limitada a una fracción de la mitocondrias de la célula, 






desencadenando la activación localizada de la caspasa-3 sin que se 
produzca muerte celular (Galluzzi y col, 2008).  
Por todo esto, no es posible clasificar un tipo de muerte celular en base a un 
único rasgo o característica molecular, siendo necesaria una valoración de los 
aspectos morfológicos y bioquímicos del proceso antes de aventurar una 
conclusión. En términos generales, los criterios morfológicos siguen siendo el 
mejor método para determinar qué tipo de ruta de muerte celular tiene lugar 
en una célula, puesto que permiten distinguir de una forma bastante precisa 
entre los tres principales mecanismos de muerte celular (Kroemer y col, 2005; 
Rello y col, 2005; Wlodkowic y col, 2011). Una vez determinada la ruta de 
muerte, los estudios bioquímicos y moleculares nos permiten caracterizar los 
mecanismos precisos a través de los que se produce la inactivación celular 
(Galluzzi y col, 2012). 
La clasificación propuesta en 2012 por el comité de nomenclatura de muerte 
celular, elaborado por la revista “Cell death and differenciation”, distingue tres 
tipos de muerte celular y una  serie de variantes cuya clasificación aún no está 
muy clara (Galluzzi y col, 2012). 
2.1. Apoptosis 
Se trata del mecanismo predominante de muerte celular programada en 
muchos organismos y el más estudiado. Los aspectos ultraestructurales de este 
proceso fueron descritos en 1972 por Kerr, Wyllie y Currie (Kerr y col, 1972). A 
nivel morfológico se caracteriza por:  
 Fragmentación de la cromatina en cuerpos apoptóticos. 
 Contracción del citoplasma. 
 Degradación del ADN en fragmentos oligonucleosomales. 
 Conservación a corto plazo de la integridad de los orgánulos y de la 
membrana plasmática.  
 En los procesos apotóticos in vitro, las células apoptóticas al no ser 
endocitadas por los fagocitos, acaban perdiendo la integridad de la 
membrana (Kerr y col, 1995; Majno y Joris, 1995). 






La apoptosis se puede dividir en tres fases: iniciación, efectora y degradación 
(Hail y col, 2006). La fase de iniciación es muy dependiente tanto del tipo 
celular como del estímulo inductor. Esta fase puede influir en la eficacia de las 
dos fases siguientes. En la fase efectora se activan las proteasas, nucleasas y 
demás efectores que intervienen en la fase de degradación. Estas dos últimas 
fases son las que promueven los cambios estructurales propios de la apoptosis.  
La fase de iniciación comienza cuando la célula recibe el estímulo que 
desencadena la apoptosis. Estos estímulos, en función de donde provengan, 
permiten clasificar la apoptosis en dos categorías: 
2.1.1. Apoptosis desencadenada por la vía mitocondrial o intrínseca 
Es inducida por señales de estrés intracelular, tales como el daño del ADN, el 
estrés oxidativo o la acumulación de proteínas mal plegadas. Pese a que las 
rutas que tienen lugar en esta vía son muy variadas, todas coinciden en que la 
mitocondria juega un papel central (Kroemer y col, 2007). Esta vía está 
regulada por las proteínas de la familia Bcl-2, proteasas y otros agentes como 
la ceramida (Ulukaya y col, 2011) o el ion Ca2+ (Orrenius y col, 1992).  
Los miembros de la familia Bcl-2 se pueden dividir en antiapoptóticos: A1, Bcl-2, 
Bcl-XL, Mcl-1 y Bcl-W; y proapoptóticos: Bax, Bad, Bok, Bid, Bim, Bik, Bmf, Noxa y 
Puma (Pereira y Amarante-Mendes, 2011). En la célula viva, existe un equilibrio 
entre los factores pro y antiapoptóticos  (Strasser y col, 2011). En respuesta a un 
estimulo de estrés, como puede ser el daño en el ADN, p53 lo reconoce y 
detiene el ciclo celular para tratar de repararlo. Si la reparación no es posible, 
p53 interacciona con miembros de la familia Bcl-2, rompiendo el equilibrio a 
favor de los factores proapoptóticos (Ulukaya y col, 2011). Entonces, Bax y Bad 
inducen la formación de poros en la membrana mitocondrial externa, 
provocando la MOMP (Fig. 3).  
La MOMP tiene una serie de consecuencias letales para la célula como: (i) la 
disipación del potencial de membrana, lo que bloquea la síntesis de ATP; (ii) la 
liberación de varias moléculas tóxicas desde el espacio mitocondrial interno al 
citoplasma, como el citocromo C (cit C), factores inductores de la apoptosis 
(IAF) o la endonucleasa G (endoG); (iii) la inhibición de la cadena respiratoria, 






Figura 3. Esquema de los mecanismos moleculares de la apoptosis 
intrínseca (Alimonti y col, 2003. J Gen Virol 84:1649-1661)  
lo que resulta en un incremento de las ROS, que a su vez producen un efecto 











Al liberarse el cit C al citoplasma, se une a APAF1 y dATP, formando el 
apoptosoma, que activa la cascada caspasa-9→caspasa-3. La caspasa-3 
trunca el inhibidor de la DNasa activada por caspasa (ICAD), liberando la 
DNasa CAD, que produce la fragmentación nucleosomal del ADN. Este evento 
no es exclusivo de la apoptosis mediada por caspasas, puesto que otras 
proteasas no-caspasas también pueden activar la cascada ICAD→CAD, 
induciendo la fragmentación nucleosomal del ADN (Sharif-Askari y col, 2001).  
2.1.2. Apoptosis dependiente de receptor de muerte o extrínseca 
Es inducida por señales extracelulares de estrés y requiere la actuación de 
receptores de membrana específicos de la superfamilia TNFR (Receptores del 
Factor de Necrosis Tumoral). Se desencadena al unirse un ligando como FASL o 
TNF α a su correspondiente receptor de muerte celular (Wajant, 2002; Schutze y 
col, 2008). También existen otros receptores, llamados de dependencia, que 
solo inducen apoptosis cuando la concentración de un determinado ligando 
cae por debajo de un valor determinado (Mehlen y Bredesen, 2011). 
Los receptores de muerte son proteínas transmembrana que se caracterizan 
por tener un dominio intracelular, denominado dominio de muerte (DD), que 






Figura 4. Esquema de los mecanismos moleculares de la 
apoptosis extrínseca (Ghavami y col, 2009. J Med Genet 46:497-
510)  
en respuesta a la unión del ligando adecuado, interacciona con una serie de 
proteínas adaptadoras formando el Complejo Inductor de Señalización de 
Muerte (DISC) (Wilson y col, 2009), que recluta y activa a la caspasa 8 o 10, 
que a su vez pueden activar a la caspasa efectora 3 (Galuzzi y col, 2012), o 
bien truncar la proteína Bid dando lugar a tBid, que interacciona con la 
mitocondria y produce la MOMP, liberando distintas proteínas proapotóticas al 














En las dos rutas apoptóticas anteriores, hemos visto que las caspasas juegan un 
papel determinante. Las caspasas son una familia de proteínas cisteín-
aspartato-proteasas que se encuentran presentes en la mayoría de las células 
de los mamíferos (Amarante-Mendes y Green, 1999; Kumar, 2007). Existe más 
de una docena de caspasas, de las que solo están implicadas en procesos 
apoptóticos las caspasas -2, -3, -6, -7, -8, -9, -10 y -12 (Ulukaya y col, 2011). Se 
localizan principalmente en el citoplasma en forma inactiva y muchas de ellas 
también están implicadas en procesos relacionados con el mantenimiento de 






la homeostasis celular, como la diferenciación, la proliferación o la producción 
de citoquinas (Launay y col, 2005).  
En lo referente a su papel en la muerte celular, las caspasas se pueden dividir 
en iniciadoras (caspasas -8,-9 y -10) y efectoras (-3, -6 y -7). En condiciones 
fisiológicas normales, las caspasas están en forma inactiva como procaspasas. 
Durante la apoptosis, las caspasas iniciadoras reconocen el estimulo de 
muerte y se activan por dimerización, proceso en el que intervienen distintos 
complejos multiméricos, tales como el apoptosoma o el DISC. Posteriormente, 
las caspasas iniciadoras activan a las efectoras (Creagh y col, 2003; Pop y 
Salvesen, 2009). 
Una vez activado, cada tipo de caspasa tiene una serie de sustratos 
específicos que es capaz de cortar, siempre detrás de un residuo de aspartato. 
Estos sustratos pueden ser proteínas estructurales como las laminas, la actina o 
la fodrina, o bien moléculas de señalización como algunas kinasas o la ciclina 
A (Ulukaya y col, 2011). Algunas de las consecuencias de ésta capacidad 
proteolítica de las caspasas son: (i) la degradación de factores endógenos 
antiapoptóticos, como Bcl-2 o Bcl-XL, que al ser cortados no solo pierden su 
potencial antiapoptótico, sino que favorecen la MOMP (Reed y col, 1998); (ii) 
los cambios morfológicos, provocados por la ruptura de las laminas nucleares 
o de proteínas del citoesqueleto como la gelsolina (Hengartner, 2000); (iii) la 
fragmentación del ADN, al truncar ICAD liberando la DNasa CAD (Enari y col, 
1998).  
La actividad de las caspasas está regulada además por otros factores, como 
la producción de ROS: la producción anómala de ROS puede inactivar las 
caspasas al oxidar los residuos de cisteína de sus sitios activos (Chandra y col, 
2000). También determinados factores genéticos o epigenéticos pueden 
afectar a la expresión de las caspasas. Es el caso de las células MCF-7, que 
carecen de caspasa-3 debido a una mutación en el gen que la codifica 
(Janicke y col, 1998) o de la caspasa-8 en células de neuroblastoma, en las 
que está inhibida por metilación del ADN (Teitz y col, 2000).  
 
 






2.1.3. Apoptosis independiente de caspasas  
Tradicionalmente se ha considerado que la activación de caspasas era un 
requisito imprescindible de los procesos apoptóticos. Sin embargo, diversos 
estudios realizados con inhibidores químicos y génicos de las caspasas, han 
puesto de manifiesto que pueden tener lugar procesos apoptóticos 
independientes de caspasas (Chipuk y Green, 2005; Kroemer y Martin, 2005). 
En estos casos intervienen proteasas no-caspasas como las catepsinas, 
calpaínas y granzimas (Johnson, 2000):  
 Las catepsinas son un tipo de proteasas, localizadas en los lisosomas y/o 
endosomas, que durante la apoptosis se translocan al citoplasma. Son 
capaces de cortar diversos sustratos y su activación se relaciona con 
diversos eventos apoptóticos tales como la MOMP, la condensación de la 
cromatina, la degradación de la matriz extracelular, la activación de 
procaspasas o la translocación de PS de la monocapa interna de la 
membrana plasmática a la externa, en fases tempranas de la apoptosis 
(Hail y col, 2006).  
 Las calpaínas son una familia de cisteín-proteasas que se localizan en el 
citoplasma. Se han asociado tanto con procesos apoptóticos (Johnson, 
2000; Takano y col, 2005), como con ciertas enfermedades como el 
Alzheimer (Nixon y col, 1994) o el Parkinson (Mouatt-Prigent y col, 1996), en 
las que se observa una actividad anómala de las calpaínas. Estas 
proteasas se activan en respuesta a incrementos del Ca2+ intracelular 
(Johnson, 2000) y su actividad es sensible a la oxidación de una forma 
similar a lo que ocurre con las caspasas.  
 Las granzimas son un tipo de serina-proteasas capaces de cortar el 
extremo carboxi-terminal de los residuos de aminoácidos, por lo que su 
especificidad es baja. Son secretadas por exocitosis para atraer a las 
células natural killer, que inducen apoptosis en la célula que las segrega 
(Johnson, 2000; Cullen y col, 2010). Su actividad se ha relacionado con la 
fragmentación del ADN independiente de caspasas, la MOMP y la 
externalización de PS (Heibein y col, 2000). 






Además de estas proteasas, existen otras proteínas no proteasas que 
intervienen en la apoptosis independiente de caspasas, son los factores 
inductores de la apoptosis (IAF), un grupo de flavoproteínas que una vez 
liberadas desde la mitocondria al producirse la MOMP, se translocan al núcleo 
donde inducen la condensación de la cromatina y la fragmentación a gran 
escala del ADN (Hong y col, 2004). Su liberación no es dependiente de 
caspasas, como diversos trabajos han puesto de manifiesto (Cregan y col, 
2002; Wang y col, 2002). Los IAF no tienen actividad DNasa por si solos, por lo 
que necesitan reclutar o activar a otras endonucleasas, como la ciclofilina A 
(Cande y col, 2004) o la endonucleasa G mitocondrial (endoG), que 
colaboran con los IAF para promover la degradación del ADN (Wang y col, 
2002). 
En los organismos multicelulares, una vez la célula muere por apoptosis, sus 
restos son endocitados por los fagocitos. Para ello las células apoptóticas 
presentan una serie de señales, de las que la más conocida es la translocación 
de la PS (Martin y col, 1995; 1996). Este reconocimiento permite mantener la 
homeostasis celular, estimulando la producción de sustancias anti-inflamatorias 
y evitando la liberación de citoquinas proinflamatorias (Pereira y Amarante-
Mendes, 2011).  
2.1.4. TFD y apoptosis 
Diversos FSs son capaces de inducir apoptosis en distintas líneas celulares. Es el 
caso de aquellos que se acumulan en la mitocondria y el retículo 
endoplasmático como Pc4, que al fotoactivarse degrada a diversas proteínas 
antiapoptóticas localizadas en estos orgánulos, como Bcl-2 o Bcl-XL, 
provocando un descenso de los niveles de éstas, lo que induce la activación 
de la caspasa-3 y la entrada de la célula en apoptosis intrínseca (Xue y col, 
2003). Bax y Bad también intervienen en la apoptosis intrínseca inducida por 
TFD. Diversos trabajos apuntan a que aquellas células carentes de éstas 
proteínas proapoptóticas, son resistentes a la apoptosis inducida por 
tratamientos fotodinámicos con Pc4 (Usuda y col, 2002) o HYP (Buytaert y col, 
2006a; b). 






Otros FSs como NPe6 (Reiners y col, 2002; 2010) o Pc181 (Chiu y col, 2010), que 
se acumulan mayoritariamente en los lisosomas, también son capaces de 
inducir apoptosis intrínseca, aunque en este caso son proteínas como Bid o las 
catepsinas las responsables de dirigir el proceso, provocando la liberación del 
citocromo c y la activación de las caspasas -3 y -9. 
Por otro lado, FSs como el hexaminolevulinato (Furre y col, 2006) o el derivado 
de las ftalocianinas Poll (Vittar y col, 2010), inducen procesos apoptóticos 
independientes de caspasas, en los que no se observa liberación del 
citocromo c, estando mediado el mecanismo por la translocación de IAF al 
núcleo. 
Finalmente, pese a que está descrito que algunos FSs como la HYP (Ortel y col, 
2009) o Pc4 (Ahmad y col, 2000), son capaces de inducir apoptosis extrínseca 
en determinados tipos celulares, en líneas generales esta vía no es habitual en 
TFD (Buytaert y col, 2007). 
2.2. Necrosis 
Tradicionalmente, la necrosis se ha considerado un mecanismo de muerte 
celular pasivo y accidental, sin ningún tipo de regulación (Hail y col, 2006). A 
nivel morfológico se caracteriza por:  
 Incremento del volumen celular (oncosis). 
 Disrupción de los orgánulos. 
 Aparición de burbujas (blebs) en la membrana plasmática, que finalmente 
pierde su integridad.  
Otra característica de los procesos necróticos es que producen una fuerte 
respuesta inflamatoria (Li y col, 2001), que se debe a la liberación, causada por 
la ruptura de la membrana plasmática, de unos componentes intracelulares 
llamados alarminas (Green y col, 2009; Poon y col, 2010).  
Sin embargo, recientes estudios han puesto de manifiesto que la necrosis 
puede tener lugar de una manera regulada, jugando un importante papel a 
nivel fisiológico y patológico (Hitomi y col, 2008; Cho y col, 2009; He y col, 2009; 
Zhang y col, 2009). El termino necrosis regulada engloba distintos mecanismos, 
que se producen en respuesta a agentes de diversa naturaleza, y en los que 






participan diferentes rutas de señalización y moléculas, algunas de las cuales 
también intervienen en procesos apoptóticos o autofágicos.  
Uno de los desencadenantes de la necrosis regulada más estudiados, es el 
daño en el ADN inducido por agentes alquilantes (Zong y col, 2004). Estos 
agentes producen un tipo de necrosis regulada conocida como parthanatos 
(Wang y col, 2009). En respuesta a estos estímulos, la poli-(ADP-ribosa)-
polimerasa-1 (PARP-1), un enzima encargada de reparar el ADN dañado, sufre 
una activación desproporcionada generando gran cantidad de polímeros 
poli-(ADP-ribosa) y consumiendo todo el NAD+ y el ATP celular, lo que provoca 
un déficit energético que conduce a la muerte celular (Fig. 5). En este proceso 
intervienen también otras moléculas relacionadas con la apoptosis como la 
oxidoreductasa AIF, Bax o las calpaínas, lo que dificulta la discriminación entre 
ambos mecanismos (Moubarak y col, 2007; Baritaud y col, 2010). Esta ruta de 
muerte celular se ha asociado con ciertas patologías neurológicas, como la 
enfermedad de Parkinson o la isquemia (Wang y col, 2009). 
Otro mecanismo de necrosis regulada es la necroptosis (Fig. 5). Se ha 
observado que cuando se inhiben las caspasas, especialmente la caspasa-8, 
ya sea de forma química o génica, la unión de determinados ligandos a 
receptores de muerte como TNFR1, puede disparar la activación de este 
proceso necrótico regulado (He y col, 2009; Zhang y col, 2009). Este 
mecanismo está mediado por un complejo proteico, el necrosoma, formado 
por dos kinasas, RIP-1 y -3. 
El necrosoma se forma ante determinados estímulos y es capaz de interactuar 
y potenciar la actividad de ciertas enzimas bioenergéticas, tales como la 
glutamato-amonio ligasa (GLUL) o la glutamato deshidrogenasa (GLUD-1), 
incrementando el metabolismo energético, y por tanto la producción de ROS. 
Este incremento de los niveles de ROS ha sido descrito como mecanismo 
ejecutor de la necroptosis en algunos tipos celulares. Además, la 
permeabilización de la mitocondria también se ha relacionado con esta ruta 
de muerte, aunque aún no se conoce exactamente como interviene, si bien 
parece que la liberación al citoplasma de la ciclofilina D y de la adenina 
nucleótido translocasa, tienen un papel importante en el proceso 






Figura 5. Esquema de los mecanismos moleculares de la 
necroptosis y el parthanatos. 
(info.agscientific.com/advancing-biochemical-research)   
(Christofferson y Yuan, 2010; Galluzzi y col, 2012; Yoshida y col, 2012). Dado que 
generalmente este proceso solo ocurre en células que carecen de caspasa-8, 
la necroptosis ha sido propuesta por diversos autores como un mecanismo de 
seguridad, para asegurar la eliminación de aquellas células dañadas en las 
que la apoptosis está inhibida, aunque en ciertos tipos celulares puede ocurrir 












Otros agentes como el estrés oxidativo, la exposición a ciertos patógenos o el 
incremento de los niveles intracelulares de Ca2+, también son capaces de 
producir una respuesta necrótica regulada en las células (Bano y col, 2005; 
Vanlangenakker y col, 2012), aunque los mecanismos implicados en estas rutas 
son menos conocidos que en el caso del parthanatos y la necroptosis, si bien 
moléculas implicadas en estos dos procesos, como PARP-1 o RIP-1 y -3, 
también participan en buena parte de ellos. 
2.2.1. TFD y necrosis  
En TFD, necrosis y apoptosis están íntimamente relacionadas, produciéndose 
un mecanismo u otro en función de la dosis de tratamiento, la disponibilidad 
de O2, la localización subcelular del FS y el tipo celular (Piette y col, 2003; 
Castano y col, 2006). FSs como la ZnPc (Fabris y col, 2001), el DH-II-24 (Yoo y col, 






2011) o Pc4 (Rodríguez y col, 2009) son capaces de inducir tanto apoptosis 
como necrosis dependiendo de dichos parámetros. 
Por otro lado, recientes estudios apuntan a que la TFD con 5-ALA es capaz de 
inducir necroptosis en células de glioblastoma y de osteosarcoma. En este 
caso el estímulo inductor es el oxígeno singlete, que se origina en la 
mitocondria e induce la formación del complejo RIP1-3, que desencadena el 
proceso, aunque el mecanismo a través del que se interrelaciona la 
producción de ROS con la activación de RIP1-3 no se conoce (Couppienne y 
col, 2011a; b).  
2.3. Autofagia 
Es un proceso celular caracterizado por la vacuolización masiva del 
citoplasma (Kroemer y Levine, 2008). Descrito por primera vez durante los años 
60, se trata de una ruta exclusiva de los organismos eucariotas (Kundu y 
Thompson, 2008). Durante la autofagia se produce el secuestro de material 
citoplasmático, en el interior de vesículas llamadas autofagosomas. Estas 
vesículas, formadas por una doble membrana, contienen porciones de citosol 
y orgánulos intactos, tales como mitocondrias o el retículo endoplasmático. Los 
autofagosomas se fusionan con los lisosomas dando lugar a autolisosomas, que 
constan de una membrana sencilla y contienen en su interior orgánulos en 
distintos grados de degradación (Kroemer y Levine, 2008).  
La autofagia fue inicialmente descrita como un mecanismo de supervivencia 
en respuesta al estrés causado por la escasez de nutrientes, de modo que el 
ADN dañado, las proteínas disfuncionales y los orgánulos alterados, pueden 
disociarse en nucleótidos, aminoácidos y ácidos grasos, que se reciclan para 
sintetizar las macromoléculas y el ATP necesarios para continuar con las 
funciones celulares básicas (Denton y col, 2012). Sin embargo, sus funciones 
abarcan otros aspectos como la supervivencia celular, el metabolismo celular, 
el desarrollo, el envejecimiento y la inmunidad (Mizushima y col, 2008; Yang y 
Klionsky, 2010). En cuanto a su papel como mecanismo de muerte celular, aún 
no está claro su rol exacto.  
La autofagia se puede dividir en las siguientes fases (Fig. 6) (Denton y col, 
2012): 






Figura 6. Fases de la autofagia (Xie y Klionsky, 2007. Nat 
Cell Biol 9:1102 - 1109)  
 Inducción: en primer lugar se produce la activación del Complejo de 
Genes relacionados con la Autofagia-1 (Atg1). 
 Nucleación: en esta fase comienza la formación de la vesícula autofágica, 
que envuelve al material citoplasmático que será degradado. 
 Elongación y finalización: a continuación, el tamaño de la vesícula se 
incrementa y termina de englobar el material citoplasmático. Está 
mediada por dos sistemas de ubiquitinización, Atg7 y Atg3. 
 Fusión, degradación y reciclado: el autofagosoma se fusiona con los 











2.3.1. Autofagia como mecanismo de muerte celular  
Al ser un mecanismo que se activa en respuesta a situaciones de estrés celular, 
es habitual que durante los procesos de muerte, las células presenten algunas 
características propias de la autofagia. Por ejemplo, los cultivos celulares 
privados de los nutrientes necesarios en el medio, sufren un proceso 
apoptótico, aunque simultáneamente activan la ruta autofágica con el fin de 
tratar de evitar la muerte celular, lo que puede llevar a error a la hora de 
determinar qué tipo de mecanismo de muerte está actuando. Por este motivo 
es importante establecer una serie de criterios a la hora de clasificar un tipo de 






muerte como autofagia. En 2011, Shen y Codogno propusieron los siguientes 
tres criterios para definir este tipo de muerte celular: 
 Ocurre de una forma independiente a la apoptosis, es decir, sin que la 
maquinaria apoptótica sea imprescindible para que se produzca la 
inactivación celular. 
 Se produce un incremento del flujo autofágico y no solo de los marcadores 
propios de este proceso, como por ejemplo, el número de autofagosomas. 
El flujo autofágico se define como la cantidad de material degradable 
transportado desde los autofagosomas a los lisosomas (Shen y Codogno, 
2011).  
 El uso de inhibidores génicos o químicos de la autofagia es capaz de 
prevenir la muerte celular. 
Un reciente estudio realizado con inhibidores de la autofagia, ha puesto de 
manifiesto que este mecanismo de inactivación celular es algo poco común in 
vitro (Shen y col, 2011). Sin embargo, el estudio de diversos organismos modelo, 
ha mostrado la importancia de este proceso como mecanismo de muerte 
celular, fundamentalmente durante el desarrollo de ciertas especies como 
Arabidopsis thaliana (Kwon y col, 2010a y b) o Drosophila melanogaster (Berry y 
Baehrecke, 2007; Denton y col, 2012). 
Por otra parte, también se han observado procesos de muerte celular por 
autofagia en determinados tipos celulares, en respuesta a ciertos compuestos 
quimioterapéuticos, especialmente en los casos en que las células presentan 
carencia de alguno de los componentes de la vía apoptótica, como las 
caspasas o Bax (Yu y col, 2004; Fazi y col, 2008; Laane y col, 2009), aunque es 
algo poco habitual. 
En células tumorales, la autofagia tiene un papel doble. Por un lado tiene una 
función de supervivencia, puesto que permite que las células tumorales 
puedan superar las condiciones de escasez de nutrientes habituales en los 
tumores. También les protege de la quimio y la radioterapia, gracias al 
reciclaje de orgánulos que este proceso conlleva y que aporta a la célula los 
nutrientes necesarios para superar estos factores de estrés, evitando la 
apoptosis (Levine, 2007; Mathew y col, 2007). Sin embargo, la autofagia 






también puede actuar favoreciendo la muerte celular en tumores (Gozuacik y 
Kimchi; 2004). Se ha observado que en determinados casos, la inhibición o 
inactivación de genes asociados con la autofagia favorece la tumorogénesis, 
mientras que la sobreexpresión de éstos tiene el efecto contrario (Amaravadi y 
Thompson, 2007; Levine, 2007).  
Por último, pese a las diferencias morfológicas y fisiológicas entre autofagia y  
apoptosis, cada vez resulta más patente que ambos procesos están 
interrelacionados, actuando de forma sinérgica en algunos casos, mientras en 
otros, la autofagia solo actúa cuando la apoptosis está suprimida (Thorburn, 
2008; Cheng y col, 2009; Liu y col, 2009).  
2.3.2. TFD y autofagia  
Dado que la autofagia se desencadena en respuesta a estímulos dañinos 
como el estrés oxidativo, no es de extrañar que la TFD sea capaz de inducir 
este proceso (Agostinis y col, 2011). Se ha observado que en células carentes 
de Bax y Bak, el tratamiento fotodinámico con HYP (Buytaert y col, 2006a; b) o 
con Pc 4 (Xue y col, 2007), es capaz de inducir un proceso autofágico, lo que 
sugiere que este proceso tiene lugar en células cuya maquinaria apoptótica 
está alterada. Sin embargo, es bastante común que la TFD induzca procesos 
autofágicos y apoptóticos de forma simultánea (Reiners y col, 2010). Es el caso 
de las células tratadas con los fotosensibilizantes CPO (Kessel y col, 2006) y m-
THPC (Sasnauskiene y col, 2009b), que presentan características de ambos 
procesos. 
Por otro lado, también esta descrito que la autofagia puede actuar 
protegiendo a las células frente al estrés fototóxico inducido por la TFD, 
especialmente frente a dosis bajas de tratamiento (Kessel y col, 2006; 
Andrzejak y col, 2011a). En las células de hepatoma de ratón, Hepa-1c1c7, la 
autofagia tiene una función prosupervivencia frente al daño producido en las 
mitocondrias por tratamientos fotodinámicos con dosis bajas de verteporfirina 
(Andrzejak y col, 2011a) 
 
 






2.4. Otros tipos de muerte celular 
Además de los tres mecanismos de muerte mencionados, existen una serie de 
rutas de muerte celular cuya clasificación no está muy clara (Galluzi y col, 
2012).  
Entre estos mecanismos destaca la catástrofe mitótica, que hace referencia a 
un tipo de muerte celular caracterizado por la presencia de mitosis aberrantes, 
y que se desencadena durante la propia mitosis (Castedo y col, 2004; Rello-
Varona y col, 2008; Vakifahmetoglu y col, 2008). Sin embargo, no se trata de un 
mecanismo de muerte celular propiamente dicho, sino que precede a otros 
mecanismos, ya sean de muerte celular o de senescencia. Se caracteriza por 
iniciarse en respuesta a alteraciones en algún elemento del aparato de 
replicación celular, como los cromosomas o alguno de los elementos de la 
maquinaria que controlan la correcta segregación de las cromátidas 
hermanas. Se inicia durante la mitosis y viene acompañada en mayor o menor 
medida por una parada del ciclo celular en metafase. Finaliza con la muerte 
de la célula, generalmente por apoptosis, o la entrada de ésta en 
senescencia. 
Otros mecanismos de muerte celular, como el anoikis (Reginato y col, 2003; 
Mailleux y col, 2007) o la netosis (Remijsen y col, 2011a; b), son variantes de la 
apoptosis intrínseca y la autofagia respectivamente, y tienen lugar en ciertos 
tipos celulares específicos (células adherentes y granulocíticas 
respectivamente). 
Finalmente, otras rutas como la entosis (Overholtzer y col, 2007) o la piroptosis 
(Brennan y Cookson, 2000; Fink y col, 2008), presentan características atípicas 
que impiden encuadrarlas dentro de los tres mecanismos clásicos de muerte 
celular, por lo que existen dudas de si son variantes de dichas rutas, o bien se 
trata de mecanismos de muerte celular propiamente dichos. 
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1A.1. Resumen  
En este apartado, se relacionan los resultados obtenidos en los estudios del 
mecanismo de inactivación celular inducido por los tratamientos 
fotodinámicos con ZnPc, incluida en liposomas de difosfatidil-colina (DPPC) en 
células HeLa, en función de la dosis de tratamiento. La ZnPc es un FS de 
segunda generación ampliamente estudiado y un firme candidato para su 
aplicación clínica en el futuro. Además hemos valorado la influencia de la 
línea celular, comparando la respuesta de las células HeLa con los resultados 
obtenidos en células A-549, completando pruebas experimentales previas. 
Para determinar el tipo de mecanismo de muerte implicado se realizaron 
diversos ensayos: H-33258, TUNEL y ANV/IP. Además, se estudió cual es el 
orgánulo subcelular encargado de disparar el proceso de muerte celular, para 
lo que se analizó la localización subcelular y se realizaron tinciones de 
inmunofluorescencia para golgina-130, caspasa-2 y citocromo C. Los 
resultados obtenidos en ambas líneas celulares eran muy similares, e indican 
que los fototratamientos con ZnPc durante 1 h, inducen un proceso de tipo 
necrótico, mientras que las incubaciones de 3 h con el FS dan lugar a una 
inactivación celular generalizada por un proceso que presenta características 
tanto necróticas como apoptóticas, que podría corresponder con un 
mecanismo de necrosis regulada. 
Nuestros resultados apuntan a que modificando el tiempo de incubación, es 
posible modular el mecanismo de muerte inducido por los tratamientos 
fotodinámicos. 
1A.2. Objetivos 
 Caracterizar el mecanismo de muerte celular inducido por la ZnPc en 
células HeLa, en función del tiempo de incubación. 
 Completar los estudios realizados por nuestro grupo de investigación sobre 
la fotoinactivación mediada por ZnPc en células A-549. 
 Determinar si existen diferencias en la ruta de muerte en función del tipo 


































Tabla 1. Supervivencia de las células HeLa sometidas a los distintos tratamientos, 
tanto en presencia como en ausencia de irradiación. 
1A.3. Resultados 
1A.3.1. Supervivencia celular 
La supervivencia de las células HeLa, 24 h después de los tratamientos de 1 o 3 
h con ZnPc, se puede observar en la Tabla 1. 
En ausencia de irradiación, observamos que las incubaciones con el FS 
durante 1 o 3 h no alteran la viabilidad celular, presentando unos valores 
similares a los de los controles. Por el contrario, después de 10 min de 
irradiación, las células incubadas con ZnPc durante 1 o 3 h, mostraban un 
descenso de la supervivencia cercano al 100% en ambos casos. 
Estas variaciones en la supervivencia son muy similares a las descritas en células 
A-549, sometidas a los mismos tratamientos (Cristobal y col, 2006). 
Tratamientos 







Control 100 3,42 100 3,72 
ZnPc 1h 99,49 4,65 8,07 4,64 
ZnPc 3h 98,61 2,91 4,28 4,37 
 
1A.3.2. Morfología nuclear 
Se estudió la evolución morfológica de los núcleos de las células HeLa tratadas 
con ZnPc durante 1 y 3 h, para lo que procesaron las células con H-33258 a 
distintos tiempos después de los tratamientos. Los resultados se pueden 
observar en la figura 1.  
Las células tratadas con ZnPc en ausencia de irradiación, no muestran 
alteraciones morfológicas significativas con ninguna de las condiciones 
experimentales estudiadas, presentando a todos los tiempos, un aspecto 
equivalente al de los controles (Fig. 1A).  
Los datos obtenidos representan la media y la desviación estándar (DE) de al menos 
seis experimentos distintos. 






Figura 1. Células HeLa, fijadas a distintos tiempos después de los tratamientos 
fotodinámicos y teñidas con H-33258. A: células control. B: células tratadas con ZnPc 
1 µM durante 1 h, irradiadas 10 min y procesadas 1 h después. C: células tratadas 
con ZnPc 1 µM durante 1 h, irradiadas 10 min y procesadas 24 h después. D: células 
incubadas con ZnPc 1 µM durante 3 h, irradiadas 10 min y procesadas 1 h después. E: 
células tratadas con ZnPc 1 µM durante 3 h, irradiadas 10 min y procesadas 3 h 
después. F: células incubadas con ZnPc 1 µM durante 3 h, irradiadas 10 min y 
procesadas 24 h después. Barra de escala: 20 µm.  
Por el contrario, las células incubadas con el FS durante 1 h, irradiadas 10 min y 
procesadas 1 h después del tratamiento presentan en su mayoría un núcleo 
pequeño, redondo y con una cromatina muy condensada, lo que se 
corresponde con una muerte por necrosis (Fig. 1B), si bien es posible encontrar 
algunos núcleos con la cromatina más laxa. Esta morfología necrótica se 
mantiene casi idéntica hasta 24 h después de la irradiación (Fig. 1C). Las 
células tratadas 3 h con ZnPc, irradiadas y teñidas 1 h después, comienzan a 
mostrar signos de condensación intranuclear de la cromatina, que forma 
pequeños gránulos (Fig. 1D). 3 h después de los tratamientos, dicha 
condensación es patente (Fig. 1E).  
Finalmente, 24 h después de los tratamientos, las células presentan unos 
núcleos de mayor tamaño que los de las células control, con la cromatina 
formando gránulos muy condensados, en número y tamaño variable, y 
distribuidos dentro del núcleo de forma irregular, manteniéndose la envoltura 
nuclear aparentemente intacta (Fig. 1F).  
 






Figura 2. Células procesadas para el ensayo TUNEL, 3 h 
después de los tratamientos fotodinámicos. A: células HeLa 
control. B: células HeLa incubadas 1 h con ZnPc 1 µM e 
irradiadas 10 min. C: células HeLa incubadas 3 h con ZnPc 1 
µM e irradiadas 10 min. D: células A-549 incubadas 3 h con 
ZnPc 1 µM 3 irradiadas 10 min. Barra de escala: 20 µm.  
Esta morfología no se corresponde con un proceso apoptótico, ni con un 
proceso necrótico clásico. En lo sucesivo, nos referiremos a los núcleos que 
presentan esta morfología como núcleos granulados. Estas alteraciones 
morfológicas son análogas a las descritas en células A-549, sometidas a los 
mismos tratamientos (Cristobal y col, 2006). 
1A.3.3. Ensayo TUNEL 
Se utilizó el ensayo TUNEL para detectar la presencia de extremos 3´-OH libres 
en el ADN, característica típica de los procesos apoptóticos. Los resultados se 
muestran en la figura 2. En los controles observamos la ausencia de marcaje 
nuclear (Fig. 2A). Las células incubadas con ZnPc 1h, irradiadas y procesadas 3 
h después (Fig. 2B), tampoco presentan marcaje positivo, observándose 
únicamente un ligero fondo verde. 
Por otro lado, las células incubadas 3 h y procesadas 3 h después de irradiar 
(Fig. 2C), presentan un intenso marcaje nuclear, apreciándose los gránulos de 
cromatina. En células A-549 obtuvimos unos resultados muy similares, 
observándose un marcaje positivo solo en células incubadas con ZnPc durante 


















Figura 3. Células HeLa procesadas para el ensayo 
ANV/IP, inmediatamente después de los tratamientos 
fotodinámicos. A: células control. B: las mismas 
células observadas en contraste de fase. C: células 
incubadas 1 h con ZnPc 1 µM e irradiadas. D: las 
mismas células observadas en contraste de fase. E: 
células incubadas 3 h con ZnPc 1 µM e irradiadas. F: 
las mismas células observadas en contraste de fase. 
Barra de escala: 20 µm.  
1A.3.4. Ensayo Annexina V/ Ioduro de propidio (ANV/IP) 
En la figura 3 podemos observar los resultados del ensayo ANV/IP. Los controles 
no mostraron marcaje positivo para la ANV, ni para el IP (Fig. 3A). Las células 
incubadas con ZnPc durante 1 h (Fig. 3C) o durante 3 h (Fig. 3E) y procesadas 
inmediatamente después de irradiar, no presentaban marcaje positivo para 
ANV, lo que indica que no se ha producido translocación de la PS, pero la 
mayoría de los núcleos mostraban la fluorescencia roja del IP, debido a la 
rápida perdida de la integridad de la membrana plasmática. En células A-549 
obtuvimos un resultado equiparable, observándose con tratamientos tanto de 
1 h como de 3 h, una rápida pérdida de la integridad de la membrana 























Figura 4. Células HeLa observadas en microscopia de 
fluorescencia, bajo excitación con luz UV, sin ningún 
procesamiento. A: células control. B: células incubadas con ZnPc 1 
µM durante 3 h. Barra de escala: 20 µm.  
1A.3.5. Localización subcelular 
Se estudió la localización subcelular de la ZnPc después de 1 o 3 h de 
incubación. En las células incubadas durante 1 h con el FS, no era posible 
localizar la ZnPc en el interior celular, presentando las células un aspecto 
equivalente al de los controles (Fig. 4A), en los que se observaba únicamente 
la autofluorescencia azul de las mitocondrias en el citoplasma celular. Por el 
contrario, las células incubadas con ZnPc durante 3 h presentaban la 
fluorescencia roja del FS en posición perinuclear (Fig. 4B).  
Esta localización se ha asociado con el aparato de Golgi por diversos autores 
(Fabris y col, 2001; Rello-Varona y col, 2008), y coincide con la descrita en 








1A.3.6. Aparato de Golgi 
Se evaluó el efecto que tienen los tratamientos fotodinámicos sobre el aparato 
de Golgi, mediante inmunofluorescencia indirecta para golgina-130. Los 
resultados se observan en la figura 5.  
Las células incubadas con ZnPc durante 1 h, irradiadas 10 min y procesadas 
inmediatamente después (Fig. 5B), presentan la señal de la golgina localizada 
en posición perinuclear, de forma análoga a los controles (Fig. 5A). 3 h después 
del tratamiento (Fig. 5C), la estructura del aparato de Golgi aún se conserva 
bien organizada. Por otro lado, las células incubadas 3 h y procesadas 
inmediatamente después de irradiar (Fig. 5D), presentan una rápida 
desorganización del orgánulo, observándose un marcaje mayoritariamente 






Figura 5. Células HeLa fijadas a distintos tiempos 
postincubación, teñidas por inmunofluorescencia indirecta 
para GM130 y contrateñidas con H-33258. A: células control. B: 
células incubadas 1 h con ZnPc 1 µM, irradiadas 10 min y 
procesadas inmediatamente después. C: células procesadas 3 
h después de los tratamientos de 1 h con ZnPc 1 µM. D: células 
incubadas 3 h con ZnPc 1 µM, irradiadas 10 min y procesadas 
inmediatamente después. Barra de escala: 20 µm.  
difuso. En células A-549, sometidas a las mismas condiciones experimentales, 
observamos una respuesta similar, que coincide con la descrita anteriormente 














1A.3.7. Caspasa-2 activa  
En la figura 6 podemos observar las células procesadas para 
inmunofluorescencia indirecta de caspasa-2 activa, a distintos tiempos 
después de irradiar. En células HeLa, 1 h después de los tratamientos 
fotodinámicos, no se aprecia activación de la caspasa-2, ni con incubaciones 
de 1 h (Fig. 6B) ni de 3 h (Fig. 6C), observándose solo un ligero fondo rojo, de 
forma análoga a lo visto en los controles (Fig. 6A). Este resultado difiere 
sensiblemente del obtenido en células A-549, donde la incubación durante 3 h 
con la misma concentración de FS, induce la inmediata activación de la 
caspasa-2. En este caso, el marcaje se sitúa perinuclearmente y se mantiene 
hasta 1 h después de irradiar (Fig. 6D), momento en que se puede empezar a 
observar la condensación de la cromatina en forma de gránulos. 






Figura 6. Células procesadas para inmunofluorescencia 
indirecta para caspasa-2 activa y contrateñidas con H-
33258. A: células HeLa control. B: células HeLa incubadas 1 
h con ZnPc 1 µM, irradiadas 10 min y procesadas 1 h 
después. C: células HeLa, procesadas 1 h después de los 
tratamientos de 3 h con ZnPc 1 µM. D: células A-549 
incubadas 3 h con ZnPc 1 µM, irradiadas 10 min y 














1A.3.8. Citocromo C 
Se estudió la translocación del citocromo C (cit C) desde las mitocondrias al 
citoplasma, mediante inmunofluorescencia indirecta. Los resultados en células 
HeLa se observan en la figura 7. En las células control, el cit C se encuentra 
localizado en el interior de las mitocondrias, siendo posible observar 
claramente la morfología de estos orgánulos (Fig. 7A). Las células tratadas con 
ZnPc durante 1 h y procesadas inmediatamente después de irradiar (Fig. 7B), 
aún conservan el cit C bastante localizado en el interior mitocondrial, 
especialmente en la región perinuclear. Esta situación se mantiene hasta 2 h 
después de irradiar (Fig. 7C), donde aún se conserva parte del cit C localizado 
en las mitocondrias, aunque estas presentan un aspecto granular. Por el 
contrario, las células incubadas 3 h con el FS presentan la translocación del cit 
C inmediatamente después de irradiar (Fig. 7D). En este caso, únicamente se 
observa un marcaje citoplasmático difuso, no siendo posible apreciar la 
morfología mitocondrial. Las células A-549 sometidas a las mismas condiciones 






Figura 7. Células HeLa procesadas para inmunofluorescencia 
indirecta para citocromo C y contrateñidas con H-33258. A: 
células control. B: células incubadas 1 h con ZnPc 1 µM, 
irradiadas 10 min y procesadas inmediatamente después. C: 
células procesadas 2 h después de los tratamientos de 1 h 
con ZnPc 1 µM. D: células incubadas 3 h con ZnPc 1 µM, 
irradiadas 10 min y procesadas inmediatamente después. 
Barra de escala: 20 µm.  















1A.3.9. Tratamientos en presencia de Necrostatina-1 
Se evaluó el efecto que la Necrostatina-1 (Nec-1), un inhibidor de la 
necroptosis, tiene sobre los tratamientos fotodinámicos con ZnPc en células 
HeLa. 
1A.3.9.1. Supervivencia celular 
En la figura 8 se muestra el efecto de la Nec-1 (300 µM), tanto sola como en 
presencia de ZnPc, sobre la supervivencia de las células HeLa. 
En ausencia de irradiación (Fig. 8A y C), los tratamientos con Nec-1 y/o el FS, 
no alteraban significativamente la viabilidad celular, que se mantenía por 
encima del 90% con ambos tiempos de incubación.  






Figura 8. Supervivencia de las células HeLa, incubadas con ZnPc y/o Necrostatina-1 
(300 µM). A: células tratadas 1 h en ausencia de irradiación. B: células incubadas 1 h e 
irradiadas 10 min. C: células tratadas 3 h en ausencia de irradiación. D: células 
incubadas 3 h e irradiadas 10 min. 
Después de 10 min de irradiación (Fig. 8B y D), los tratamientos solo con Nec-1 
tampoco afectaban a la supervivencia de los cultivos. En cuanto a los 
tratamientos con ZnPc+Nec-1, el inhibidor no alteraba el efecto fotodinámico 
del FS, observándose una inactivación celular cercana al 100% con los 
tratamientos con ZnPc durante 1 o 3 h, tanto en presencia como en ausencia 
de Nec-1. 
1A.3.9.2. Morfología nuclear  
La observación morfológica de las células, fijadas 24 h después de los 
tratamientos de 1 h con ZnPc en presencia de Nec-1 y procesadas con H-
33258, se muestra en la figura 9. En ausencia de irradiación, todos los 
tratamientos presentaban un aspecto análogo al de los controles (Fig. 9A), sin 
cambios morfológicos significativos.  
 






Figura 9. Células HeLa fijadas 24 h después de los 
tratamientos y procesadas con H-33258. A: células control. B: 
células tratadas con Nec-1 300 µM durante 1 h e irradiadas 
10 min. C: células tratadas con ZnPc 1 µM durante 1 h e 
irradiadas 10 min. D: células incubadas con ZnPc 1 µM en 
presencia de Nec-1 300 µM, durante 1 h e irradiadas 10 min. 
Barra de escala: 20 µm.  
Después de 10 min de irradiación, las células incubadas con Nec-1 (Fig. 9B) 
tampoco presentaban alteraciones, lo que indica que bajo estas condiciones 
experimentales, este compuesto no presenta un comportamiento 
fotodinámico. Las células incubadas 1 h con ZnPc sola (Fig. 9C) o en presencia 
de Nec-1 (Fig. 9D), mostraban un aspecto similar, independientemente de la 
concentración de inhibidor utilizada, sufriendo una inactivación generalizada 














Por otro lado, las células tratadas 3 h en ausencia de irradiación, tampoco 
presentaban cambios morfológicos, mostrando unos núcleos análogos a los de 
los controles. Sin embargo, después de 10 min de irradiación, mientras que las 
células tratadas solo con Nec-1 no presentaban alteraciones con ninguna de 
las concentraciones de inhibidor estudiadas, aquellas células incubadas con 
ZnPc en presencia de distintas concentraciones de Nec-1, sufrían un cambio 
en el mecanismo de muerte producido por los tratamientos fotodinámicos.  
 






Figura 10. Células HeLa fijadas 24 h después de los tratamientos fotodinámicos con 
ZnPc, en presencia de distintas concentraciones de Nec-1, y procesadas con H-
33258. A: células incubadas 3 h solo con ZnPc. B: células tratadas 3 h con ZnPc+Nec-1 
100 µM. C: células tratadas 3 h con ZnPc+Nec-1 150 µM. D: células tratadas 3 h con 
ZnPc+Nec-1 200 µM. E: células tratadas 3 h con ZnPc+Nec-1 300µM. F: células tratadas 
3 h con ZnPc+Nec-1 400 µM. Barra de escala: 20 µm.  
Esta variación era dependiente de concentración, tal como vemos en la 
figura 10. Los tratamientos fotodinámicos en presencia de concentraciones de 
Nec-1 inferiores a 150 µM (Fig. 10B), no presentan cambios significativos en el 
tipo de muerte celular observado, que es el mismo que en células tratadas solo 
con el FS (Fig. 10A). Sin embargo, en células tratadas con ZnPc+Nec-1 150 µM 
(Fig. 10C), se empieza a observar la aparición de núcleos necróticos. Este 
efecto es más claro en células incubadas con ZnPc+Nec-1 200 µM (Fig. 10D), 
donde la cantidad de núcleos necróticos y granulados es equivalente. 
Finalmente, en los tratamientos con ZnPc en presencia de Nec-1 a una 
concentración 300 (Fig. 10E) o 400 µM (Fig. 10F), los núcleos son 
mayoritariamente necróticos, aunque era posible encontrar algunos núcleos 
con la cromatina condensada formando gránulos. Este resultado supone un 
cambio importante en la morfología nuclear, con respecto a  la obtenida con 










Figura 11. Porcentaje de núcleos necróticos, en células HeLa 
incubadas con ZnPc 1 µM en presencia de distintas 
concentraciones de Nec-1, irradiadas 10 min y observadas 24 h 
después. Cada valor corresponde a la media de al menos tres 
experimentos independientes. En cada muestra experimental se 
contó un mínimo de 2000 células. 
Para confirmar estos resultados, se hicieron recuentos de las células tratadas 3 
h con ZnPc en presencia de las distintas concentraciones de Nec-1, para 
determinar el porcentaje de núcleos granulados y necróticos. Los resultados de 
estos recuentos se pueden observar en la figura 11, representados como una 
curva. Con concentraciones de Nec-1 inferiores a 150 µM, el número de 
células con la cromatina condensada formando gránulos es superior al 80%, 
pero a partir de esta concentración, su número decae, siendo sustituidas por 
células necróticas. En los tratamientos fotodinámicos con concentraciones de 
Nec-1 superiores a 300 µM, el porcentaje de núcleos necróticos es superior al 
80%. Estos resultados apuntan a que la Nec-1 presenta un comportamiento 
dependiente de concentración, siendo capaz de modificar significativamente 
el tipo muerte celular inducido por la ZnPc, cuando se administra a 





















Como ya se ha comentado en la introducción, en cultivos celulares es posible 
inducir distintos tipos de muerte celular variando las condiciones de los 
tratamientos fotodinámicos. Parámetros como el tipo celular, la concentración 
de FS, el tiempo de incubación o la dosis de luz, determinan el mecanismo por 
el que las células se inactivan ante los tratamientos fotodinámicos. 
Dada la heterogeneidad molecular y bioquímica de las células tumorales, 
conocer el mecanismo preciso de muerte celular producido por las distintas 
terapias antineoplásicas, es especialmente importante para el desarrollo de 
tratamientos personalizados frente al cáncer. 
En este trabajo hemos estudiado, en células HeLa, el mecanismo de muerte 
celular inducido por los tratamientos con ZnPc incluida en liposomas de DPPC, 
en función del tiempo de incubación. Además, con el fin de completar 
trabajos realizados por nuestro grupo (Cristóbal et al, 2006), se han realizado 
distintas pruebas en células A-549, para valorar la posibilidad de que existan 
cambios en el mecanismo de inactivación celular en función de la línea 
celular. En ambas líneas celulares, se siguió el mismo procedimiento 
experimental: las células se incubaron en presencia del FS, a una 
concentración 1 µM, durante 1 o 3 h. A continuación se irradiaron 10 min y se 
procesaron a distintos tiempos después de la irradiación. 
En células HeLa, los tratamientos fotodinámicos con ZnPc, tanto con 1 h como 
con 3 h de incubación, producen una inactivación celular cercana al 100%. 
Sin embargo, a nivel morfológico, el mecanismo de muerte producido en 
cada caso es diferente. Mientras que con 1 h de incubación, los tratamientos 
fotodinámicos inducen una respuesta necrótica, incubaciones de 3 h con el FS 
seguidas de 10 min de irradiación, provocan la inactivación celular por un 
proceso caracterizado por la presencia de unos núcleos en los que la 
cromatina aparece muy condensada, formando gránulos de tamaño y 
número variable. Además, el tamaño de estos núcleos es mayor que el de los 
controles Este proceso comienza a observarse 1 h después de irradiar y es 
claramente apreciable a las 3 h postirradiación, manteniéndose hasta 24 h 
después. Experimentos realizados en células A-549, utilizando las mismas 






condiciones experimentales, mostraron un comportamiento similar en esta 
línea celular, confirmando los resultados descritos previamente por nuestro 
grupo (Cristobal y col, 2006). 
Para determinar el tipo de mecanismo de muerte inducido por la ZnPc en las 
dos líneas celulares, se realizaron dos ensayos rutinarios: TUNEL y Annexina 
V/Ioduro de propidio. El ensayo TUNEL se utiliza para detectar la presencia de 
extremos 3´-OH libres en el ADN, lo que es un indicador de la fragmentación 
de la cromatina, una característica típica de los procesos apoptóticos. Por otro 
lado, el ensayo ANV/IP permite evaluar dos aspectos de los procesos de 
muerte celular: la integridad de la membrana plasmática, que en las fases 
iniciales de la apoptosis se conserva; y la translocación de fosfatidilserina (PS) 
de la monocapa interna de la membrana plasmática a la monocapa externa, 
evento asociado a etapas tempranas de la apoptosis. Tanto en células HeLa 
como en células A-549 se obtuvieron los mismos resultados. Las células 
sometidas a los tratamientos fotodinámicos después de 1 h de incubación con 
el FS, mostraban una inmediata perdida de la integridad de la membrana 
plasmática, sin marcaje positivo para ANV y con unos núcleos teñidos con IP. El 
ensayo TUNEL realizado a las 3 h postirradiación también era negativo, 
observándose únicamente un ligero marcaje nuclear. Estos resultados son 
propios de un proceso de tipo necrótico y apoyan los resultados obtenidos en 
los estudios morfológicos. 
Por el contrario, en ambas líneas celulares incubadas 3 h con ZnPc, 3 h 
después de irradiar el ensayo TUNEL resultaba positivo, observándose un 
intenso marcaje nuclear, con el que se puede apreciar la fragmentación de la 
cromatina en pequeños gránulos, lo que indica que en ambos casos se está 
produciendo un proceso de tipo apoptótico. Sin embargo, el ensayo ANV/IP 
arrojaba unos resultados similares a los obtenidos con 1 h de incubación, 
observándose la perdida de la integridad de la membrana plasmática 
inmediatamente después de irradiar, lo que no se corresponde con un 
proceso apoptótico, sino con uno necrótico.  
El cambio en el tipo de muerte celular que se observa en función del tiempo 
de incubación, parece estar relacionado con la distinta localización del FS 






después de 1 h y 3 h de incubación. En el primer caso, no es posible localizar el 
FS en el interior celular, dado que la cantidad de ZnPc internalizada en estas 
condiciones no es suficiente como para poder ser detectada en microscopia 
de fluorescencia. Estudios realizados en fibroblastos murinos, indican que con 
este tiempo de incubación, la ZnPc se localiza mayoritariamente cerca de la 
membrana plasmática (Fabris y col, 2001), por lo que al irradiar las células, la 
membrana es la diana primaria del tratamiento, perdiendo rápidamente su 
integridad y desencadenándose un proceso de tipo necrótico. Por el 
contrario, después de 3 h de incubación, el FS se localiza en posición 
perinuclear. Dicha localización ha sido asociada por diversos autores con el 
aparato de Golgi (AG) (Cristobal y col, 2006; Rello-Varona y col, 2008), lo que 
sugiere que bajo estas condiciones experimentales, este orgánulo sería la 
diana primaria del FS.  
La rápida desorganización del AG confirma estos resultados. Las células HeLa 
incubadas con ZnPc 3 h y procesadas para inmunofluorescencia indirecta de 
golgina-130, una proteína estructural del AG, muestran que este orgánulo se 
desorganiza inmediatamente después de irradiar, presentando un marcaje 
difuso y citoplasmático. Por el contrario, en muestras incubadas 1 h con el FS, 
la señal correspondiente al AG se mantiene bastante localizada en posición 
perinuclear hasta 3 h después de irradiar. Los experimentos realizados en 
células A-549 en las mismas condiciones experimentales, presentaron unos 
resultados equiparables, que concuerdan con los ya descritos por Cristobal y 
col (2006).  
En dicho trabajo, se relacionaba la desorganización del AG con la activación 
de la caspasa-2. Este enzima puede actuar como iniciadora o como efectora 
de la apoptosis (Bouchier-Hayes y Green, 2012) y se localiza en el citoplasma y 
en el núcleo, donde actúa como iniciadora en respuesta al daño en ADN 
(Machamer, 2003). Además, en algunos tipos celulares también se localiza en 
la cara citoplasmática de AG, donde actúa como efectora (Mancini y col, 
2000; Hicks y Machamer, 2002), respondiendo a señales de estrés celular y 
degradando la golgina-160, lo que provoca la desorganización del orgánulo. 
Para evaluar la intervención de la caspasa-2 en el proceso de muerte celular, 
las células se procesaron para inmunofluorescencia indirecta de caspasa-2, 






utilizando un anticuerpo primario que únicamente reconoce la forma activa 
de esta proteasa. Se estudió tanto en células HeLa como en células A-549, y se 
obtuvo una respuesta diferencial. En células A-549, los tratamientos de 1 h con 
ZnPc no presentaban activación de este enzima a ningún tiempo después de 
la irradiación, pero con 3 h de incubación se podía apreciar la activación de 
la caspasa-2 inmediatamente después de irradiar, observándose una intensa 
señal en posición perinuclear, que se mantiene hasta 3 h después de los 
tratamientos. Por el contrario, en células HeLa, con ninguno de los dos tiempos 
de incubación estudiados se observaba activación de caspasa-2. Esta 
diferencia puede implicar que, aunque en ambas líneas celulares los 
tratamientos fotodinámicos de 3 h de incubación con ZnPc, inducen los 
mismos cambios morfológicos, las rutas moleculares que intervienen en cada 
caso son distintas. Otra posibilidad es que la activación de la caspasa-2 no sea 
imprescindible para inducir este tipo de muerte celular. 
También se evaluó el papel que juegan las mitocondrias en la muerte celular 
inducida por ZnPc. Como se comentó en la introducción, estos orgánulos 
juegan un papel fundamental en diversos mecanismos de muerte celular, 
actuando como disparador del proceso en muchos casos (Kroemer y col, 
2007). La permeabilización de la membrana mitocondrial provoca la liberación 
del citocromo C (cit C), una proteína implicada en la cadena de transporte 
de electrones. Una vez libre en el citoplasma, el cit C es capaz de 
interaccionar con diferentes proteínas, formando un complejo llamado 
apoptosoma, que activa a la caspasa-9, desencadenando un proceso de tipo 
apoptótico (Mace y Riedl, 2010). Sin embargo, cada vez existen más estudios 
que apuntan a que la liberación de elementos que están contenidos en el 
interior de las mitocondrias, están relacionadas con otros mecanismos de 
muerte independientes de caspasas (Johnson, 2000; Kroemer y Martin, 2005; 
Moubarak y col, 2007; Baritaud y col, 2010). 
Las tinciones de inmunofluorescencia indirecta para el citocromo C, mostraron 
que los tratamientos fotodinámicos de 3 h con ZnPc, producen en células HeLa 
la liberación de esta proteína inmediatamente después de irradiar, 
observándose un marcaje difuso citoplasmático, lo que implica que puede 
estar jugando un papel en las fases iniciales del proceso de muerte. Por el 






contrario, en muestras tratadas 1 h con el FS, el cit C permanece localizado en 
las mitocondrias hasta 2 h después de irradiar, por lo que en este caso se 
puede descartar la participación de esta proteína en las etapas tempranas 
del mecanismo de muerte. En células A-549, observamos una respuesta 
equivalente frente a los mismos tratamientos. 
Por tanto, las células Hela y A-549, tratadas con ZnPc 1 h presentan las 
características morfológicas y bioquímicas de un proceso típicamente 
necrótico: núcleo pequeño, redondo y condensado, ensayo TUNEL y ANV 
negativo, rápida pérdida de la integridad de la membrana plasmática, y 
ausencia de activación de caspasa-2 y de relocalización del citocromo C. Por 
el contrario, el mecanismo de muerte que presentan las células incubadas 3 h 
con ZnPc, comparte características propias de la apoptosis, como el ensayo 
TUNEL positivo o la relocalización del cit C, con otras propias de la necrosis 
como la pérdida temprana de la integridad de membrana. 
En los últimos años, diversos trabajos han puesto de manifiesto que existen 
mecanismos de muerte que presentan características tradicionalmente 
asociadas tanto a la necrosis como a apoptosis. Estos estudios contradicen la 
idea clásica de que la apoptosis y la necrosis son dos mecanismos de muerte 
independientes y bien diferenciados, ya que ambos procesos comparten 
algunos eventos, al menos en lo referente a las rutas de transducción de 
señales y a las fases iniciales del proceso de muerte celular, estando 
íntimamente relacionados (Formigli y col, 2000; Asare y col, 2009; Baritaud y col, 
2010; Galluzzi y col, 2012).  
Dada la heterogeneidad de este tipo de rutas, existe bastante confusión en la 
nomenclatura para referirse a estos mecanismos de muerte, utilizándose 
diversos nombres para referirse a ellos, como aponecrosis, necrapoptosis, 
muerte celular independiente de caspasas o necroptosis. En la última lista del 
comité de nomenclatura de muerte celular, proponen utilizar el término 
“necrosis regulada” para englobar estos mecanismos, que tienen lugar en 
respuesta a la exposición a determinadas excitotoxinas, patógenos, el daño 
por alquilación del ADN, irradiación, estrés oxidativo o la unión de 
determinados ligandos a receptores de membrana (Galluzzi y col, 2012; 






Vanlangenakker y col, 2012). Hay que tener en cuenta que el daño producido 
por estos agentes no se limita únicamente a la necrosis regulada, puesto que 
estos mismos estímulos, en función del contexto celular, pueden inducir otros 
mecanismos de muerte tales como la apoptosis. 
La definición de necrosis regulada se basa fundamentalmente en criterios 
descriptivos morfológicos, como la fragmentación y condensación de la 
cromatina, así como en la ausencia de eventos asociados con otras rutas de 
muerte o la no activación de ciertas proteínas como las caspasas. Desde un 
punto de vista bioquímico, las proteínas implicadas en la necrosis programada 
están relacionadas también con otros programas de muerte, tanto 
dependientes como independientes de caspasas, por lo que no es posible 
diferenciar la necrosis programada en base a la activación de una única 
proteína. El método más empleado para caracterizar la necrosis programada, 
está basado en el análisis de la permeabilidad de la membrana y la exposición 
de PS (Baritaud y col, 2010). En las rutas apoptóticas clásicas, tanto 
dependientes como independientes de caspasas, existe un desfase entre la 
translocación de la PS y la pérdida de la integridad de membrana, por lo que 
en las fases iniciales del proceso de muerte celular, se observa un marcaje 
positivo para PS y negativo para IP. Por el contrario, en la necrosis 
programada, el intervalo entre ambos eventos es muy corto, observándose 
mayoritariamente un marcaje doble (Moubarak y col, 2007; Artus y col, 2010). 
Las células que entran en necrosis regulada pueden ser eficientemente 
fagocitadas, lo que indica que la translocación de PS no es un artefacto 
debido a difusión pasiva (Boujrad, 2007). Otro método habitualmente 
empleado para caracterizar las células necróticas es el uso del ensayo TUNEL 
junto a anticuerpos anticaspasa-3. Tradicionalmente se considera que las 
células positivas para TUNEL y negativas para caspasa-3 han sufrido un proceso 
de necrosis regulada (Vanlangenakker y col, 2012), aunque como hemos visto 
en la introducción, también existen procesos apoptóticos independientes de 
caspasas. Por tanto, no existe un método único para determinar la necrosis 
regulada, siendo necesario combinar diversas técnicas antes de poder 
determinar el tipo de muerte preciso que se produce. 






Dentro de los distintos mecanismos de necrosis regulada, el más estudiado es 
la necroptosis (Galluzi y col, 2012; Yoshida y col, 2012; Christofferson y Yuan, 
2010). Se trata de un mecanismo de muerte activado por la unión de 
determinados ligandos a receptores de membrana de la familia TNFR. Se 
caracteriza por combinar elementos propios de la apoptosis, como la 
condensación y fragmentación de la cromatina, ensayo TUNEL positivo, 
externalización de PS y liberación del citocromo c; y de la necrosis, como la 
rápida ruptura de la membrana plasmática y los orgánulos (Asare y col, 2009; 
Yoshida y col, 2012). 
La necroptosis se considera un mecanismo de seguridad para asegurar la 
eliminación de las células en las que la apoptosis está inhibida, y han sufrido 
daños por condiciones de estrés. En este proceso interviene 2 kinasas que 
juegan un papel fundamental, RIP-1 y -3. TNFR interviene en la activación de 
NF-κβ, que promueve la supervivencia celular, y en la apoptosis extrínseca 
(Micheau y Tschoop, 2003; Declercq y col, 2009). En ambos casos, RIP-1 forma 
complejos multiméricos con TNFR y otras proteínas. Sin embargo, ante 
determinados estímulos, especialmente cuando la caspasa-8 está inhibida, 
RIP-1 sufre un proceso de desubiquitinización, y se va a unir a RIP-3 formando el 
complejo IIb o necrosoma, que desencadena la necroptosis (Cho y col, 2009). 
Esta unión puede ser inhibida por la necrostatina-1 (Nec-1), un compuesto que 
bloquea la actividad kinasa de RIP-1 sin afectar a sus otras funciones,  por lo 
que se considera un inhibidor bastante específico de la necroptosis (Degterev 
y col, 2005). Sin embargo, recientes estudios realizados con mutante knockouts 
de RIP-1, han mostrado que en estas células carentes de RIP-1, la necrostatina 
también era capaz de inhibir la necroptosis (Cho y col, 2011), lo que sugiere 
que la Nec-1 es capaz de interaccionar con otras moléculas implicadas en el 
proceso. 
Una vez formado el necrosoma, RIP-3 es capaz de interactuar con ciertas 
enzimas bioenergéticas, como la glutamato-amonio ligasa (GLUL), la 
glutamato deshidrogenasa (GLUD 1) y la glicógeno fosforilasa (PYGL), y 
potenciar su actividad catalítica, lo que genera un incremento del 
metabolismo energético y por tanto, un aumento de la producción de ROS, 
provocando la necroptosis (Zhang y col, 2009). Dichas ROS se han descrito 






como ejecutoras de este mecanismo en determinados tipos celulares (Lin y 
col, 2004). La mitocondria también parece intervenir en el proceso, donde la 
transición de permeabilidad de este orgánulo es decisiva (Christofferson y 
Yuan, 2010). Sin embargo, los mecanismos de integración de todas estas 
señales aún no se conocen. 
En el campo de la TFD, muy pocos trabajos han abordado el estudio de la 
necrosis regulada en respuesta a los tratamientos fotodinámicos. Sin embargo, 
un estudio reciente realizado con células de glioblastoma sometidas a TFD con 
5-ALA, apunta a que la necroptosis puede tener lugar sin que se produzca 
unión de ningún ligando a TNFR. En este caso, el estimulo inductor sería el 
oxigeno singlete producido por el tratamiento fotodinámico, el cual se origina 
en la mitocondria e induce la formación del complejo RIP1-3, si bien el 
mecanismo que interrelaciona ambos eventos no se conoce. RIP 3 pasa de 
estar disperso por el citoplasma a formar agregados que colocalizan con RIP1 
pero no con ningún orgánulo (Coupienne y col, 2011a). Todo esto apunta a 
que se puede desencadenar un proceso necroptótico en respuesta a 
estímulos intracelulares. Otro estudio de este grupo, realizado también con 5-
ALA en célula U2OS, apoya esta idea y propone que la presencia o ausencia 
de RIP-3 determina el tipo de mecanismo de muerte que se produce 
(Coupienne y col, 2011b).  
A la vista de todos estos datos, y puesto que las células tratadas 3 h con ZnPc 
presentan varías de las características asociadas con la necroptosis: TUNEL 
positivo, translocación del cit C y rápida perdida de la integridad de la 
membrana plasmática; decidimos evaluar la posible implicación de la 
necroptosis, en la inactivación celular en respuesta a los tratamientos 
fotodinámicos con ZnPc en células HeLa. Para ello utilizamos el inhibidor Nec-1, 
que como hemos comentado, es una molécula ampliamente usada para 
estudiar este mecanismo de muerte celular. 
Los ensayos de supervivencia realizados en células HeLa, mostraron que la 
Nec-1 sola no altera la viabilidad celular, bajo ninguna de las condiciones 
experimentales estudiadas. La presencia del inhibidor tampoco modificaba el 
efecto fotodinámico de la ZnPc. Las células tratadas con el FS, en presencia 






de cualquiera de las concentraciones de Nec-1 estudiadas, mostraban una 
inactivación celular cercana al 100%, de forma análoga a la observada en las 
células tratadas solo con ZnPc.  
Por el contrario, a nivel morfológico, la presencia de Nec-1 provocaba un 
cambio en la morfología nuclear de las células incubadas 3 h con ZnPc e 
irradiadas posteriormente, observándose un descenso del número de células 
con la cromatina condensada formando gránulos y un incremento del número 
de núcleos necróticos. Este cambio era dependiente de concentración: las 
células tratadas con ZnPc en presencia de concentraciones de Nec-1 
inferiores a 150 µM, presentaban un núcleo granulado en más del 80% de los 
casos, de forma similar a la observada en células tratadas solo con ZnPc. Por el 
contrario, al incrementar la concentración de Nec-1 por encima de 150 µM, se 
observa que el número de núcleos granulados decae, hasta ser inferior al 20% 
con concentraciones de Nec-1 superiores a 300 µM.  
En las células incubadas con ZnPc durante 1 h, la presencia de Nec-1 no 
alteraba la supervivencia ni morfología celular con respecto a las células 
tratadas solo con el FS, observándose una inactivación cercana al 100%, por 
un proceso de tipo necrótico en todos los casos. 
Estos resultados confirman que el mecanismo de muerte inducido por la ZnPc 
después de 3 h de incubación es la necrosis regulada, concretamente la  
necroptosis. La presencia de  Nec-1, pese a no prevenir la muerte celular 
inducida por la ZnPc, si altera el tipo de mecanismo de muerte. La Nec-1, al 
impedir la formación del necrosoma, bloquea la cascada de reacciones que 
llevan a un proceso de necrosis regulada y que culminan con la 
fragmentación y condensación de la cromatina en forma de gránulos, aunque 
las ROS generadas durante el tratamiento fotodinámico producen la 
inactivación celular por un proceso necrótico clásico, análogo al observado 
con tratamientos de 1 h con ZnPc. Dado que los eventos moleculares en 
respuesta a los tratamientos fotodinámicos son prácticamente idénticos en 
células HeLa y A-549, parece lógico asumir que el mecanismo de inactivación 
celular es el mismo en las dos líneas celulares, aunque sería necesario un 
estudio más profundo para evaluar el papel que juega la activación de la 






caspasa-2 en células A-549 y para determinar los eventos intermedios que se 
producen entre la formación del necrosoma, y la fragmentación y 
condensación de la cromatina. 
1A.5. Conclusiones 
En este estudio hemos caracterizado el mecanismo de muerte celular inducida 
por el FS ZnPc en células HeLa y A-549, en función del tiempo de incubación. 
Los resultados muestran que en ambos tipos celulares, la incubación en 
presencia del FS durante 1 h, seguida de 10 min de irradiación, induce la 
muerte celular por un mecanismo de tipo necrótico “clásico”.  
Por el contrario, las células incubadas durante 3 h con ZnPc sufren una 
inactivación por un mecanismo de necrosis regulada, concretamente 
necroptosis, tal como confirman los estudios realizados con el inhibidor de esta 
ruta, la necrostatina-1. Los cambios morfológicos y eventos moleculares 
descritos en las dos líneas celulares son equivalentes, salvo en el caso de la 
activación de la caspasa-2, que solo se produce en células A-549.  
Este trabajo es uno de los primeros en los que se describe un proceso necrótico 
regulado en respuesta a la TFD y pone de manifiesto que variando las 
condiciones de tratamiento, el tiempo de incubación en este caso, que 
determina la localización subcelular de la droga, es posible inducir distintos 
mecanismos de muerte, lo que puede ser importante a la hora de desarrollar 























































Figura 1. Estructura química del Temoceno (A) y la 
Temoporfina (B) (García-Díaz y col, 2011. Med Chem 
Commun 7:616-619.)  
1B.1. Resumen: 
Hemos caracterizado un nuevo FS, el m-tetrahidroxifenil-porficeno (m-THPPo o 
temoceno). Se trata de un porficeno con una estructura análoga a la de la 
temoporfina (Foscan®) (Fig. 1). Con este porficeno se comparó el efecto que 
tienen los tratamientos fotodinámicos, sobre los cultivos de células HeLa, en 
función del sistema de vehiculización del m-THPPo, que se utilizó disuelto en 
DMSO o incluido en liposomas. Se estudió la localización subcelular del 
porficeno y se realizaron diversos ensayos para determinar el tipo de 
mecanismo de muerte implicado: TUNEL, ANV/IP, H-33258 y AT. También se 
evaluó el orgánulo subcelular que iniciaba el proceso apoptótico mediante 
inmunofluorescencia indirecta para citocromo C y para caspasa-2.  
Los resultados indican que con ambos vehiculizantes, el mecanismo 
predominante era la apoptosis, aunque en células tratadas con m-THPPo 
disuelto en DMSO, la rápida deslocalización del citocromo C indica que se 
trata de un proceso apoptótico de tipo intrínseco, mientras que con el FS 




















Los objetivos de este trabajo fueron: 
 Valorar la capacidad fotosensibilizante del m-THPPo, incluido en dos 
vehiculizantes distintos (disuelto en DMSO o incluido en liposomas), sobre 
los cultivos de células HeLa. 
 Determinar los mecanismos de muerte celular inducidos por los 
tratamientos fotodinámicos con este FS. 
 Estudiar el efecto que tiene el sistema de vehiculización en el que se 
administra este porficeno, sobre su localización celular y las rutas de 






















Figura 2. Espectro de absorción (rojo) y de emisión (azul) del m-THPPo 
disuelto en THF (García-Díaz y col, 2011. Med Chem Commun 7:616-619.).  
 
1B.3. Resultados 
1B.3.1. Propiedades fotofísicas del m-THPPo  
La síntesis y caracterización fotofísica de este nuevo FS fueron realizadas por el 
grupo dirigido por el Dr S. Nonell, con el que colabora nuestro grupo de 
investigación.  Para llevar a cabo esta caracterización, el m-THPPo se disolvió 
en tetrahidrofurano (THF). En la figura 2 se observa el espectro de absorción y 
de emisión de este FS. El m-THPPo presenta el típico espectro de absorción de 
las porficenos, con una banda de Soret en la región del ultravioleta y con tres 
bandas bien definidas en la región roja del espectro, que presentan un 
coeficiente máximo de absorción en esta zona de 70000 ε/M.cm a 656 nm. Este 
valor es 2,5 veces mayor que el presenta su análogo, la m-tetrahidroxifenil-
clorina (m-THPC o Foscan®), a la misma longitud de onda (λ). En cuanto al 
espectro de emisión, también se corresponde con el típico de los porficenos, 
presentando una banda de emisión con un máximo a 666 nm.  
 
 
En la tabla 1 se presenta un resumen de las propiedades fotofísicas del m-
THPPo comparadas con las de la m-THPC (disuelto en metanol). El rendimiento 
cuántico de fluorescencia (ΦF) del m-THPPo es 0,084, lo que le hace apropiado 
para su utilización para fines diagnósticos. El m-THPPo tarda en decaer desde 
su estado singlete excitado 2,3 ns y su vida media en estado triplete es 260 µs, 
lo que le confiere unas propiedades fotoquímicas adecuadas para su 






Tabla 1. Propiedades fotofísicas del m-THPPo y su análogo, 
la m-THPC. 
 a Máximo de la banda de absorbancia. b Máximo de la banda 
de emisión. c Vida media en estado singlete. d Rendimiento 
cuántico de fluorescencia. e Rendimiento cuántico del 
oxígeno singlete. 
. 
aplicación en TFD. Además, el m-THPPo es capaz de producir 1O2 en 
condiciones aerobias, tal como indica el rendimiento cuántico (Φ∆=0,10), que 
es lo suficientemente alto como para producir una elevada fototoxicidad 
celular.  
 
 m-THPPo/THF m-THPC/metOH 
aλmax/nm 656 650 
bλF/nm 666, 729 653,720 
cτs/ns 2.3 8,5 
dΦF 0.084 0.089 




Finalmente, en la figura 3 observamos que bajo las mismas condiciones de 
irradiación, el m-THPPo presenta una estabilidad sustancialmente mayor que su 











Figura 3. Photobleaching de la temoporfina y el temoceno 
disueltos en acetona e irradiados con pulsos laser de 532 nm. Los 
valores de absorbancia se midieron a 650 y 656 nm 
respectivamente (García-Díaz y col, 2011. Med Chem Commun 
7:616-619.). 
 






Figura 4. Supervivencia de las células HeLa, incubadas con distintas 
concentraciones de m-THPPo-DMSO durante 24 h. A: en ausencia de irradiación. 
B: células irradiadas 15 min con luz roja. Los datos corresponden a la media y la DE 
de tres experimentos independientes. 
 
 
1B.3.2. Caracterización del m-tetrahidroxifenil-porficeno (m-THPPo) disuelto en 
DMSO 
1B.3.2.1. Supervivencia celular 
Las variaciones en la supervivencia de las células HeLa, incubadas con 
distintas concentraciones de m-THPPo disuelto en DMSO (m-THPPo-DMSO) 
durante 24 h, se muestran en la figura 4.  
En ausencia de irradiación (Fig. 4A),  solo las células tratadas con m-THPPo-
DMSO 5 µM sufren un ligero descenso de la viabilidad del 20%. El resto de las 
concentraciones estudiadas, no producen cambios significativos en la 
viabilidad celular con respecto a los controles. 
Por el contrario, las células incubadas con m-THPPo-DMSO e irradiadas 15 min 
(Fig. 4B) sufren un descenso de la supervivencia, dependiente de la 
concentración de FS administrada. En los tratamientos con concentraciones 
0,5 y 1 µM, se observa un descenso de la viabilidad del 50% aproximadamente, 
mientras que concentraciones superiores provocan una inactivación celular 
cercana al 100%. 
1B.3.2.2. Localización subcelular 
Se estudió la localización subcelular del m-THPPo-DMSO después de 24 h de 
incubación. En la figura 5 podemos observar los resultados obtenidos.  






Figura 5. Células HeLa, observadas en microscopía de fluorescencia bajo excitación 
UV. A: células control. B y C: células incubadas durante 24 h con m-THPPo-DMSO 2 y 5 
µM, respectivamente. D-F: células incubadas 24 h con m-THPPo-DMSO 10 µM  y 
teñidas con Mitotracker Green®: D: células observadas con excitación UV. E: las 
mismas células observadas con excitación azul. F: ambas imágenes superpuestas. 
Barra de escala: 20 µm 
 
 
Con todas las concentraciones estudiadas era posible observar la 
fluorescencia roja del FS en el citoplasma celular (Fig. 5B-D), colocalizando con 
las mitocondrias, que presentan una morfología filamentosa, aunque también 
se podía observar una fluorescencia difusa del m-THPPo-DMSO en el 
citoplasma de las células. La incubación con el FS, seguida de la tinción de 
estos orgánulos con la sonda Mitotracker® Green, confirma esta localización  
(Fig. 5D-F). 
1B.3.2.3. Morfología nuclear 
Se evaluaron los cambios producidos por los tratamientos fotodinámicos sobre 
la morfología nuclear, para lo que se procesaron las células con H-33258, 24 h 
después de los tratamientos. En ausencia de irradiación, las células tratadas 
con cualquiera de las concentraciones del FS, presentaban una morfología 
equivalente a la observada en los controles (Fig. 6A). Las células tratadas con 
m-THPPo-DMSO 0,5 y 1 µM e irradiadas (Fig. 6B), mostraban una morfología 
similar, encontrándose colonias de células vivas rodeadas de núcleos con una 
morfología de tipo apoptótico. En los tratamientos con concentraciones 
superiores a 2 µM (Fig. 6C), el número de células vivas era muy bajo, 
predominando los núcleos con morfología tanto necrótica como apoptótica. 






Figura 6. Células HeLa fijadas 24 h después de los tratamientos fotodinámicos y 
procesadas con H-33258. A: células control. B: células tratadas con m-THPPo 1 µM 
durante 24 h e irradiadas 15 min. C: células tratadas con m-THPPo 2 µM durante 24 h 
e irradiadas 15 min. Barra de escala: 20 µm. 
 
1B.3.3. Caracterización del m-THPPo incluido en liposomas (m-THPPo-lip). 
Una vez estudiado el efecto del m-THPPo disuelto en DMSO en los cultivos 
celulares de HeLa, se realizó la caracterización del FS incluido en liposomas. 
1B.3.3.1. Encapsulación del m-THPPo en liposomas de nueva formulación 
La encapsulación del m-THPPo-lip, así como la síntesis y caracterización de 
estos nuevos liposomas, fue llevada a cabo por el grupo de investigación 
dirigido por la Dra. M Mora de la Universidad de Barcelona, que también forma 
parte de nuestro proyecto de investigación. La mezcla de fosfolípidos utilizada  
fue de difosfatidil-colina (DPPC) y dimirostoilfosfatidil-glicerol (DMPG), en una 
proporción 9:1. 
Se evaluó el estado de agregación del m-THPPo dentro de la bicapa liposomal 
en función de la proporción molar de m-THPPo/DPPC/DMPG (Fig. 7). Los 
mejores resultados se obtuvieron con la siguiente formulación: 1:67,5:7,5. En los 
liposomas con un menor contenido lipídico, el espectro presentaba bandas 
adicionales y unas bandas Q poco definidas, lo que se corresponde con la 
presencia de agregados, por lo que para experimentos sucesivos se 
seleccionó esta formulación, que presentaba la mejor concentración del FS 











Figura 7. Espectro de absorción del m-THPPo encapsulado en distintas 
formulaciones liposomales (Soriano y col, 2013. Biochim Biophys Acta 
DOI: 10.1016/j.bbagen.2013.05.021). 
Tabla 2. Propiedades fotofísicas del m-THPPo encapsulado en 
liposomas. (Soriano y col. 2013. Biochim Biophys Acta DOI: 
10.1016/j.bbagen.2013.05.021) 
 a Máximo de la banda de absorbancia. b Máximo de la banda de 
emisión. c Vida media en estado singlete. d Rendimiento cuántico 









1B.3.3.2. Propiedades fotofísicas 
En la tabla 2 observamos las propiedades fotofísicas del m-THPPo-lip. En 
comparación con los resultados descritos antes para el FS libre, se observa un 
descenso de los rendimientos cuánticos de fluorescencia y del oxígeno 
singlete, así como de la vida media del FS en estado singlete, lo que sugiere 
que los liposomas modifican las propiedades fotofísicas del m-THPPo. 
 
 
















Figura 8. Supervivencia de las células HeLa, incubadas con distintas 
concentraciones de m-THPPo-lip durante 24 h. A: en ausencia de irradiación. B: 
células irradiadas 15 min con luz roja. Los datos corresponden a la media y la DE 
de tres experimentos independientes. 
 
 
1B.3.3.3. Supervivencia celular 
Se evaluó la fotocitotoxicidad del m-THPPo-lip en células HeLa. En la figura 8 
observamos la supervivencia de las células HeLa incubadas con distintas 
concentraciones del FS.  
En ausencia de irradiación (Fig. 8A), ninguna de las concentraciones 
estudiadas afecta a la viabilidad celular, que se mantiene en unos valores 
similares a la de los controles.  
Por el contrario, las células tratadas con m-THPPo-lip e irradiadas 15 min con luz 
roja (Fig. 8B), presentan un descenso de la supervivencia celular dependiente 
de la concentración del porficeno. Los tratamientos con m-THPPo-lip 0,5 µM, 
reducen la supervivencia celular en un 15%, mientras que las incubaciones con 
el FS a una concentración de 1 o 2 µM producen una letalidad del 40 y 65% 
respectivamente. Finalmente, las células tratadas con m-THPPo-lip 5 µM 
presentan una supervivencia inferior al 20%. 
1B.3.3.4. Localización subcelular 
En la figura 9, observamos la localización subcelular del FS incluido en 
liposomas en células HeLa. Las células incubadas con m-THPPo-lip 2µM 
mostraban en su interior la fluorescencia roja del FS (Fig. 9B), aunque dicha 
emisión era débil. Utilizando concentraciones inferiores de droga, no era 
posible detectar el porficeno en el interior de las células, que presentaban un 
aspecto análogo al de los controles (Fig. 9A). Las células incubadas con m-






Figura 9. Células HeLa, observadas en microscopía de fluorescencia bajo excitación 
UV. A: células control. B y C: células incubadas durante 24 h con m-THPPo-lip 2 y 5 
µM, respectivamente. D-F: células incubadas 24 h con m-THPPo-DMSO 5 µM  y 
teñidas con Lysotracker Green®: D: células observadas con excitación UV. E: las 
mismas células observadas con excitación azul. F: ambas imágenes superpuestas. 
Barra de escala: 20 µm 
 
 
THPPo-lip a una concentración 5 µM (Fig. 9C), presentan una intensa 
fluorescencia roja, localizada tanto en posición perinuclear como en gránulos 
dispersos por el citoplasma. La incubación de las células con m-THPPo-lip, 
seguida de la incubación con la sonda Lysotracker® Green (Fig. 8D-F), 
confirmó que dicha localización se corresponde mayoritariamente con los 
lisosomas. 
Para los experimentos sucesivos, se seleccionó la concentración de m-THPPo-
lip 5 µM, puesto que era la que producía una mayor inactivación celular y 
presentaba una localización subcelular más evidente. 
1B.3.3.5. Morfología celular 
Los cambios morfológicos producidos por los tratamientos fotodinámicos con 
m-THPPo-lip, se evaluaron mediante tinción con azul de toluidina (Fig. 10).  
Inmediatamente después de irradiar (Fig. 10B) las células presentan una 
morfología nuclear equivalente a la de los controles (Fig. 10A) pero en el 
citoplasma podemos observar la presencia de numerosas vacuolas. Tres horas 
después de la irradiación (Fig. 10C), el tamaño de estas vacuolas es mayor y 
además se observa la presencia de células con un aspecto estrellado, 






Figura 10. Células HeLa incubadas 24 h con m‐THPPo‐lip 5 
μM, irradiadas 15 min y procesadas para AT a distintos 
tiempos postirradiación. A: células control. B: células 
procesadas inmediatamente después de irradiar. C y D: 
células teñidas 3 y 6 h después de los tratamientos 
fotodinámicos, respectivamente. Barra de escala: 20 μm. 
 
 
morfología típica de los procesos apoptóticos. Después de 6 h desde los 
tratamientos fotodinámicos (Fig. 10D), el número de células apoptóticas se 
incrementa, mientras que el de células con el citoplasma vacuolizado decae. 
Finalmente, 24 h después de irradiar, la mayoría de las células presentan el 














1B.3.3.6. Morfología nuclear 
En la figura 11 observamos la evolución de la morfología nuclear, después de 
24 h de incubación con m-THPPo-lip 5 µM y 15 min de irradiación. 
Inmediatamente después de irradiar (Fig. 11B), los núcleos interfásicos 
presentan una morfología equivalente a la de los controles (Fig. 11A), aunque 
era posible observar meta-anafases con una morfología aberrante (*). La 
formación de cuerpos apoptóticos comienza a ser evidente 6 h después de 
irradiar (Fig. 11C) y culmina en una morfología predominantemente 
apoptótica 24 h después (Fig. 11D).  






Figura 11. Células incubadas 24 h con m‐THPPo‐lip 5 μM, 
irradiadas 15 min y procesadas para H-33258 a distintos 
tiempos postirradiación. A: células control. B: células 
procesadas inmediatamente después de irradiar, (*) mitosis 
aberrantes. C: células teñidas 6 h después de los 
tratamientos fotodinámicos. D: células procesadas 24 h 
















En la tabla 3 observamos el índice mitótico (IM) y el porcentaje de meta-
anafases anormales, en función del tiempo transcurrido después de los 
tratamientos fotodinámicos, que producen un descenso progresivo del índice 
mitótico, cayendo de un 5,5% inmediatamente después de irradiar, hasta un  
0,6% a las 6 h de finalizar la incubación. Por otro lado, este descenso del IM 
viene acompañado de un incremento en el número de fases mitóticas 
aberrantes. Mientras que en los controles el número de fases anómalas es del 
10%, inmediatamente después de irradiar se observa un 50% de meta-anafases 
con la morfología alterada. El número de fases aberrantes continua 
aumentando a tiempos postincubación más largos, hasta alcanzar el 90% a las 
6 h. En las preparaciones fijadas a tiempos superiores a 6 h después de los 
tratamientos, el número de células vivas era demasiado pequeño para realizar 
recuentos, aunque la práctica totalidad de las fases que encontramos a las 24 
y 48 h después de los tratamientos, presentaban alteraciones. 
 
 






Tabla 3. Porcentaje de meta-anafases aberrantes e índice 
mitótico, en función del tiempo transcurrido (Δt) después de los 
tratamientos fotodinámicos con m-THPPo-lip. 
Los datos corresponden a la media ± la desviación estándar 
(DE) de tres experimentos distintos. Al menos 3000 células fueron 








Control 10,5 ± 3,2 5,9 ± 0,75 
0 h 50,08 ± 3,9 5,5 ± 0,64 
1 h 57,9 ± 0,4 4,2 ± 0,45 
3 h 68,8 ± 2,1 2,3 ± 0,06 
6 h 92,4 ± 7,2 0,6 ± 0,06 
 
 
1B.3.4. Mecanismos de muerte celular 
Una vez caracterizado el efecto del m-THPPo incluido en ambos vehiculizantes, 
se realizaron una serie de experimentos para determinar el mecanismo de 
muerte que interviene en ambos casos, centrándonos en el FS incluido en 
liposomas, puesto que valorar esta formulación liposomal era uno de los 
objetivos de este trabajo de investigación. Para estas pruebas se seleccionó el 
tratamiento con m-THPPo-lip 5 µM, que producía una reducción de la 
supervivencia superior al 80%, por un  proceso de morfología apoptótica, 
mientras que el m-THPPo-DMSO se utilizó a una concentración 1 µM, que 
produce una inactivación por un mecanismo morfológicamente similar al que 
observamos con  el m-THPPo-lip. 
1B.3.4.1. Ensayo TUNEL 
Se realizó el ensayo TUNEL para detectar la fragmentación del ADN asociada 
a los procesos apoptóticos (Fig. 12). En los controles no se observa marcaje 
positivo (Fig. 12A y 12B), observándose únicamente un ligero fondo verde. Por 
el contrario, las células incubadas con m-THPPo, tanto disuelto en DMSO a una 
concentración 1 µM (Fig. 12C y 12D), como incluido en liposomas (Fig. 12E y 
12F), resultan positivas para el ensayo TUNEL 3 h después de irradiar, mostrando 
una intensa fluorescencia nuclear que confirma la fragmentación del ADN. 






Figura 12. Células HeLa procesadas para el ensayo 
TUNEL, 3 h después de los tratamientos fotodinámicos. 
A: células control. B: el mismo campo observado en 
microscopía de campo claro. C: células incubadas 
24 h con m-THPPo-DMSO 1 µM e irradiadas 15 min. D: 
las mismas células observadas en campo claro. E: 
células incubadas 24 h con m-THPPo-lip 5 µM e 
irradiadas 15 min. F: las mismas células observadas en 



















1B.3.4.2. Ensayo annexina V/ioduro de propidio (ANV/IP)  
En la figura 13 observamos los resultados obtenidos con el ensayo ANV/IP, 
realizado a distintos tiempos después de la irradiación. Las células tratadas 
tanto con m-THPPo-lip (Fig. 13C) como con m-THPPo-DMSO (Fig. 13G), 
presentaban 30 min después de irradiar un marcaje verde en la membrana, 
que indica que se ha producido la translocación de la fosfatidilserina, mientras 
que en ninguno de los dos casos presentan marcaje positivo para IP. Las 
mismas células observadas en contraste de fase (Fig. 13D y 13H) mostraban 
unos núcleos equivalentes a los controles, aunque el citoplasma estaba muy 
vacuolizado.  






Figura 13. Células HeLa procesadas para el ensayo Annexina V/IP, a 
distintos tiempos después de los tratamientos fotodinámicos. A: células 
control. B: las mismas células observadas en contraste de fase. C: 
células incubadas 24 h con m-THPPo-DMSO 1 µM, irradiadas 15 min y 
procesadas 30 min después. D: las mismas células observadas en 
contraste de fase. E: células incubadas 24 h con m-THPPo-DMSO 1 µM, 
irradiadas 15 min y procesadas 1 h después. F: las mismas células 
observadas en contraste de fase. G: células incubadas 24 h con m-
THPPo-lip 5 µM, irradiadas 15 min y procesadas 30 min después. H: las 
mismas células observadas en contraste de fase. I: células incubadas 
24 h con m-THPPo-lip 5 µM, irradiadas 15 min y procesadas 1 h después. 

















Figura 14. Porcentaje de células vivas, apoptóticas y necróticas a distintos 
tiempos después de los tratamientos fotodinámicos con m‐THPPo-lip. Los 
datos corresponden a la media ± la desviación estándar (DE) de tres 






Una hora después de irradiar, las células seguían siendo positivas para 
annexina V en ambos casos (Fig. 13E y 13I), aunque algunas células 
presentaban ya la fluorescencia roja del IP en sus núcleos, debido a la perdida 
de la integridad de la membrana plasmática. En contraste de fase (Fig. 13F y 
13J), estas células presentaban un citoplasma vacuolizado y numerosas 
burbujas en la membrana plasmática. 
1B.3.4.3. Muerte celular 
En las células tratadas con m-THPPo-lip 5 µM durante 24 h, se evaluó el 
porcentaje de células vivas, necróticas y apoptóticas, a las 6 y 24 h después 
de la irradiación (Fig. 14). Para ello, se realizaron recuentos de las muestras 
procesadas para H-33258, AT y ensayo TUNEL. Se realizaron 9 experimentos 
independientes y al menos 2000 células fueron contadas en cada caso. Seis 
horas después de los fototratamientos, el 70% de las células están aún vivas, 
mientras que más del 20% presentan una morfología de tipo apoptótico más o 
menos avanzada, observándose unos núcleos fragmentados en cuerpos 
apoptóticos o bien presentando la morfología celular estrellada antes descrita. 
A las 24 h de finalizar los tratamientos, el número de células muertas es de un 
60% aproximadamente, observándose una cantidad de núcleos necróticos 
ligeramente superior a la de apoptóticos. Estos resultados indican que el 















Figura 15. Células HeLa fijadas a distintos tiempos, teñidas 
por inmunofluorescencia indirecta para citocromo C y 
contrateñidas con H-33258. A: células control. B: células 
incubadas 24 h con m-THPPo-lip 5 µM, irradiadas 15 min y 
procesadas 1 h después. C: células tratadas 24 h con m-
THPPo-DMSO 1 µM, irradiadas 15 min y procesadas 
inmediatamente: la mayoría de las células presentan un 
marcaje citoplasmático difuso (*). D: células incubadas con 
m-THPPo-DMSO 1 µM durante 24 h, irradiadas 15 min y 
procesadas 1 h después. Barra de escala: 20 µm.   
  
 
1B.3.4.4. Inmunofluorescencia indirecta para citocromo C 
Se estudió la posible translocación del citocromo C mediante 
inmunofluorescencia indirecta para esta proteína. En la figura 15B observamos 
que el citocromo C continua localizado en las mitocondrias 1 h después de los 
tratamientos fotodinámicos con m-THPPo-lip, de forma análoga a lo observado 
en células control (Fig. 15A). Esta situación se mantiene a tiempos posteriores 
(datos no mostrados). Por el contrario, en células tratadas con m-THPPo-DMSO, 
se puede apreciar que inmediatamente después de irradiar (Fig. 15C), se 
produce un descenso de la señal del citocromo localizado en las mitocondrias, 
observándose un marcaje difuso en el citoplasma de la mayor parte de las 
células (*). Una hora después de los tratamientos fotodinámicos (Fig. 15D), 
todas las células muestran un marcaje citoplasmático difuso, que confirma la 






















Figura 16. Células HeLa fijadas a distintos tiempos postirradiación, teñidas por 
inmunofluorescencia indirecta para caspasa-2 activa y contrateñidas con H-33258. 
A: células control. B: células incubadas 24 h con m-THPPo-lip 5 µM, irradiadas 15 min y 
procesadas 30 min después. C: células procesadas 3 h después de los tratamientos 
de 24 h con m-THPPo 5 µM. Barra de escala 20 µm. 
 
 
1B.3.4.5. Inmunofluorescencia indirecta para caspasa-2 activa 
Las células sometidas a tratamientos fotodinámicos con m-THPPo-lip, se 
procesaron para inmunofluorescencia indirecta de caspasa-2 activa. En la 
figura 16 observamos que 30 min después de irradiar, se ha producido la 
activación de este enzima observándose una intensa señal roja en posición 
perinuclear (Fig. 16B), que contrasta con la fluorescencia tenue y difusa que 
vemos en el citoplasma de las células control (Fig. 16A). Tres horas después de 
los tratamientos, la señal persiste (Fig. 16C), comenzando a observarse a este 


















Como ya se ha comentado en la introducción, los FSs que actualmente están 
aprobados para su uso clínico tienen una serie de inconvenientes, por lo que el 
desarrollo de nuevos FSs, más eficaces y que presenten menos efectos 
secundarios, es uno de los principales objetivos de la TFD.  
En este trabajo hemos caracterizado el efecto de un nuevo FS, el m-THPPo o 
temoceno, sobre cultivos de células HeLa. El temoceno es el análogo 
porficénico del m-THPC (Foscan®), cuyo uso clínico está aprobado (Morlet y 
col, 1995; Peng y col, 1995; Banfi y col, 2004; Triesschejin y col, 2005), si bien 
presenta cierto problemas asociados a su elevado potencial fotodinámico 
(Ronn y col, 1996; Pandey, 2000). El m-THPPo, además de poseer unas 
excelentes propiedades fotofísicas, presenta bajo las mismas condiciones 
experimentales in vitro, una toxicidad en ausencia de irradiación 
significativamente menor que la de su clorina análoga (García-Díaz y col, 
2011b), lo que evitaría algunos de los efectos secundarios que presentan los 
tratamientos con Foscan®. Además su capacidad para la inactivación celular, 
aunque inferior, es  comparable a la producida por el Foscan® (García-Díaz y 
col, 2011b). 
El m-THPPo disuelto en DMSO presenta una localización mayoritariamente 
mitocondrial en células HeLa, tal como confirman las tinciones con Mitotracker 
Green®. Los tratamientos fotodinámicos con m-THPPo-DMSO producen una 
inactivación celular dependiente de concentración, siendo la apoptosis el 
mecanismo principal de muerte celular, aunque con concentraciones 
superiores a 2 µM también se encuentra una proporción significativa de 
núcleos necróticos. Durante el proceso apoptótico se observa translocación 
de la fosfatidilserina inmediatamente después de irradiar, y el ensayo TUNEL es 
positivo 3 h después de los fototratamientos, lo que confirmaría que la muerte 
celular se produce en gran medida por un proceso apoptótico. 
Sin embargo, como vimos en la introducción, el uso de solventes orgánicos 
para vehiculizar FS  puede conllevar problemas de toxicidad celular y de 
estabilidad del compuesto, por lo que se desarrolló una formulación liposomal 
para vehiculizar el m-THPPo. Estos liposomas estaban compuestos de una 






mezcla de m-THPPo/DPPC/DMPG, en una proporción molar de 1:67,5:7,5, y 
presentaban unas propiedades fotofísicas adecuadas, por lo que se valoró su 
eficacia en células HeLa. 
Los ensayos de supervivencia mostraron que el temoceno incluido en 
liposomas (m-THPPo-lip) presentaba una toxicidad en oscuridad 
prácticamente nula con cualquiera de las concentraciones testadas. En los 
estudios de localización subcelular, observamos que era posible detectar el FS 
en el interior celular con concentraciones superiores a 2 µM, acumulándose 
principalmente en el compartimento endo-lisosomal, tal como confirma su 
colocalización con la sonda LysoTracker®. Después de 15 min de irradiación, 
las células tratadas 24 h con m-THPPo-lip sufren una inactivación celular, 
dependiente de concentración, por un proceso mayoritariamente apoptótico, 
caracterizado por la contracción del núcleo y su fragmentación en cuerpos 
apoptóticos. Dado que la mayor inactivación celular se obtenía con el FS a 
una concentración 5 µM, se seleccionó esta condición experimental para los 
experimentos subsiguientes. 
Los ensayos ANV/IP y TUNEL, y las tinciones con H-33258 y con azul de toluidina, 
realizados en distintos momentos después de los tratamientos, confirmaron que 
el mecanismo de muerte en este caso era predominantemente apoptótico. 
Inmediatamente después de la irradiación, las células interfásicas presentan 
una membrana plasmática íntegra, un citoplasma altamente vacuolizado y un 
núcleo equivalente al de las células control, aunque las células mitóticas ya 
muestran fases aberrantes. 30 min después de los tratamientos, aunque el 
tamaño de las vacuolas se ha incrementado, la morfología de las células 
interfásicas aún se conserva, mientras el número de fases mitóticas alteradas 
es mayor. Además, el ensayo ANV/IP revela que a este tiempo ya se ha 
producido la translocación de fosfatidilserina, lo que se considera un indicador 
temprano de la apoptosis (Hanshaw y Smith, 2005). A las 3 h de finalizar los 
tratamientos, es posible detectar formas apoptóticas mediante las tinciones 
con H-33258 y con AT. También se aprecia un descenso importante del número 
de fases mitóticas, que muestran en su mayoría una morfología alterada. Los 
ensayos TUNEL realizados a este tiempo, muestran un resultado positivo en la 
mayor parte de las células, lo que indica que se está produciendo la 






fragmentación de la cromatina, evento asociado también a procesos 
apoptóticos. Finalmente, 24 h después de los tratamientos la mayoría de las 
células están muertas, presentando la típica morfología apoptótica, aunque 
también encontramos núcleos necróticos. 
Los recuentos celulares realizados 24 h después de los tratamientos, indican 
que el 50% de las células que permanecían adheridas a los cubreobjetos, 
presentaban una morfología de tipo apoptótica y que la letalidad de los 
tratamientos era del 60%. Este resultado difiere del obtenido en los ensayos de 
supervivencia realizados por el MTT, en los que se observaba un descenso de la 
supervivencia del 80%. Esta diferencia se debe a que parte de las células 
afectadas por los tratamientos fotodinámicos, se despegan del sustrato y son 
retiradas durante el procesamiento subsiguiente. La mayoría de estas células 
despegadas son apoptóticas, las cuales pierden la adhesión al sustrato 
durante las fases iniciales de la muerte, de forma similar a la observada en 
tratamientos fotodinámicos con otros FSs (Villanueva y col, 1999). 
Con el objetivo de determinar si la mitocondria es el orgánulo que 
desencadena el proceso apoptótico, se realizaron tinciones de 
inmunofluorescencia indirecta para citocromo C. La permeabilización 
selectiva de la membrana mitocondrial externa es un proceso asociado a la 
apoptosis inducida por diversos estímulos (Ulukaya y col, 2011; Galluzzi y col, 
2012). 
Bajo nuestras condiciones experimentales, 1 h después de los tratamientos, el 
citocromo C permanece en el compartimento mitocondrial. Este resultado 
indica que la mitocondria no ha perdido la integridad de su membrana y que 
por tanto, no es el orgánulo responsable de iniciar el proceso apoptótico en 
respuesta a los tratamientos con m-THPPo-lip. 
Estos resultados contrastan con los obtenidos con el m-THPPo disuelto en 
DMSO. En este caso, inmediatamente después de los tratamientos 
fotodinámicos se produce la relocalización del citocromo C en gran parte de 
las células, observándose una señal citoplasmática difusa que impide distinguir 
la morfología mitocondrial. 1 h después de los tratamientos, la mayoría de las 
células presentan deslocalización del citocromo C. Por tanto en el este caso el 






proceso apoptótico es disparado desde la mitocondria. Como se comento en 
la introducción, los FS que se acumulan en la mitocondria presentan una 
respuesta fotodinámica más rápida y eficaz que aquellos que lo hacen en 
otros orgánulos (Oliveira y col, 2011), lo que explicaría porque los tratamientos 
con m-THPPo-DMSO producen una mayor letalidad que tratamientos análogos 
con el FS incluido en liposomas. 
Por otro lado, la caspasa-2 es un proteasa que cuando se activa puede 
actuar como iniciadora y/o ejecutora de la apoptosis (Ferri y Kroemer, 2001; 
Lamkanfi y col, 2002; Boatright y Salvesen, 2003). Aunque el rol de la caspasa-2 
ha sido ampliamente estudiado, aún existe gran controversia respecto a su 
papel en la apoptosis, debido a la dificultad que existe para situarla 
correctamente en las rutas de señalización apoptóticas (Krumschnabel y col, 
2009; Bouchier-Hayes y Green, 2012). La caspasa-2 se localiza en el núcleo, 
donde actúa como iniciadora en respuesta al daño en el ADN (Machamer, 
2003); y en la cara citoplasmática del aparato de Golgi, donde interviene 
como efectora (Hicks y Machamer, 2002). 
Nosotros encontramos que la caspasa-2 se activa inmediatamente después 
de los tratamientos fotodinámicos con m-THPPo-lip, lo que apoya la idea de 
que en este caso la iniciación de la apoptosis no está mediada por la 
mitocondria. Las tinciones de inmunofluorescencia indirecta para la forma 
activa de esta proteasa, muestran una intensa señal en la región perinuclear 
correspondiente al aparato de Golgi. Aunque el m-THPPo-lip se localiza 
mayoritariamente en orgánulos acídicos, como los lisosomas, estos se 
encuentran generalmente rodeando el aparato de Golgi. Está ampliamente 
descrito que en el caso de los FSs que se localizan en los lisosomas, el daño 
inducido por los tratamientos fotodinámicos puede provocar la disrupción de 
estos orgánulos, produciéndose la liberación del FS al citoplasma (Norum y col, 
2009; Andrzejak y col, 2011b), desde donde se puede relocalizar a otros 
orgánulos (Alvarez y col, 2011). 
Por otra parte, el estrés inducido sobre los lisosomas por los tratamientos 
fotodinámicos con m-THPPo-lip, genera la aparición de numerosas vacuolas 
citoplasmáticas, las cuales son similares a las descritas como autofagosomas 






en otros trabajos (Kessel y Oleinick, 2009; Reiners y col, 2010; Andrzejak y col, 
2011a), lo que sugiere que la autofagia podría estar implicada en el proceso 
de muerte celular, activándose inmediatamente después de la irradiación, 
bien para contribuir a los proceso de muerte celular o con el fin de que las 
células sobrevivan al estrés oxidativo generado por los tratamientos 
fotodinámicos. 
1B.5. Conclusiones 
Los estudios realizados con este FS en células HeLa, mostraron que el m-THPPo-
DMSO presenta una localización mayoritariamente mitocondrial, y que es 
capaz de fotoinactivar los cultivos celulares por un proceso principalmente 
apoptótico de tipo intrínseco. Además, en ausencia de irradiación, las células 
tratadas con m-THPPo-DMSO, presentan una supervivencia celular muy 
superior a la observada en células tratadas con m-THPC bajo las mismas 
condiciones experimentales, lo que resulta de gran interés de cara a una 
posible aplicación in vivo. 
El m-THPPo incluido en liposomas de DPPC y DMPG, presenta una localización 
preferentemente lisosomal y es capaz de fotoinactivar las células por un 
proceso apoptótico. La activación de caspasa-2 así como la ausencia de 
relocalización del citocromo C después de los tratamientos fotodinámicos, 
indican que en este caso la apoptosis se desencadena por una ruta 
independiente de las mitocondrias, lo que difiere de los resultados obtenidos 
con el m-THPPo disuelto en DMSO. 
Todos estos resultados indican que el m-THPPo es un FS prometedor, que 
presenta unas propiedades fotofísicas adecuadas, una toxicidad en oscuridad 
muy baja, y que en presencia de luz roja, es capaz de inactivar los cultivos de 
células HeLa por un proceso fundamentalmente apoptótico. Además, 
confirman la hipótesis de que variando el sistema de vehiculización de un FS, 
es posible modificar la localización subcelular de éste, lo que determina la ruta 
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La membrana plasmática es una estructura presente en todas las células, que 
forma una fina barrera hidrofóbica, delimitando el contenido celular. Dicha 
membrana está formada por una bicapa lipídica, compuesta 
fundamentalmente por fosfolípidos, colesterol y proteínas asociadas, pero la 
composición de la membrana plasmática no es estática, sino que está en 
continua remodelación en respuesta a señales extra e intracelulares (Traub y 
col, 2009). 
Aunque su principal función es aislar el interior celular del medio externo, la 
membrana plasmática necesita permitir el intercambio de sustancias con el 
medio extracelular, por lo que presenta una permeabilidad selectiva, que 
permite el paso de pequeñas moléculas no polares y con carga neutra, tales 
como el agua, la urea, el O2 o el CO2. El proceso por el que entran estas 
moléculas se conoce como difusión simple, no requiere de gasto energético y 
se realiza a favor de gradiente de concentración o electroquímico (Sugano y 
col, 2010). 
Sin embargo, son pocas las moléculas capaces de difundir a través de la 
membrana, por lo que en la mayor parte de los casos es necesaria la 
intervención de proteínas de membrana, que se conocen como proteínas de 
transporte, y que permiten el paso de moléculas cargadas (como iones), 
polares o de mayor tamaño (glucosa). Si las moléculas penetran a favor de 
gradiente electroquímico, el proceso se conoce como difusión facilitada y no 
requiere gasto energético. Por el contrario, si el transporte tiene lugar en contra 
de gradiente, es necesario el consumo de energía para que tenga lugar este 
proceso, que se denomina transporte activo. Es el caso de las bombas Na+-K+ 
(Consortium y col, 2010). A diferencia de la difusión pasiva, ambos mecanismos 
se saturan cuando la cantidad de solutos supera el número de proteínas 
transportadoras (Sugano y col, 2010). 






Finalmente, en el caso de macromoléculas y otros compuestos de gran 
tamaño, la célula ha desarrollado una serie de mecanismos más selectivos, 
que se conocen en conjunto como endocitosis.  
1.1. ¿Qué es la endocitosis? 
El concepto de endocitosis se remonta a finales del siglo XIX, cuando 
Metchnikoff observó que en las células que internalizan partículas de tornasol, 
este compuesto varía su color de azul a rojo, lo que indica que dichas 
partículas se acumulan en un compartimento acídico de la célula. Más tarde, 
en 1931, Lewis fotografió distintos tipos celulares incorporando fluido 
extracelular dentro de vesículas, denominando a esta vía de internalización 
pinocitosis (Lewis, 1931). Desde entonces, el mecanismo por el que las células 
de mamífero son capaces de incorporar distintas moléculas ha sido objeto de 
debate, encontrándose en los últimos años gran cantidad de trabajos que 
abordan el estudio de las rutas endocíticas. 
Actualmente la endocitosis se define como el proceso por el que las células 
son capaces de incorporar en su interior moléculas de distintos tamaños, que 
engloban en una invaginación de su membrana plasmática, que acaba 
desprendiéndose de la misma, quedando las moléculas contenidas en el 
interior de una vesícula en el citoplasma (Bareford y col, 2007). Esta vesícula 
sigue distintas rutas una vez dentro de la célula dependiendo del mecanismo 
endocítico, pudiendo dirigirse bien hacia la ruta degradativa de los lisosomas, 
o bien puede evitarla y dirigirse al aparato de Golgi, al retículo 
endoplasmático e incluso al núcleo (Fig. 1). Esto hace que a la hora de 
desarrollar un nuevo fármaco sea importante conocer su ruta de 
internalización. Por ejemplo, en el caso de enfermedades asociadas a los 
lisosomas o para el tratamiento del Alzheimer, es conveniente que los 
compuestos sigan la ruta degradativa (Bareford y col, 2007), mientras que 
aquellos compuestos sensibles a la degradación por las enzimas hidrolíticas de 
los lisosomas, requieren evitar dicha ruta (Jones, 2008). 
En los últimos años se ha puesto de manifiesto que la endocitosis no se limita 
únicamente a la internalización de macromoléculas, sino que también 
interviene en la regulación de diversos procesos celulares tan dispares como la 






Figura 1. Esquema de las rutas intracelulares de los principales 
mecanismos endocíticos (Hillaireau y Couvreur, 2009. Cell Mol 
Life Sci 66:2873-2896) 
)  
mitosis, la presentación de antígenos, la migración celular o la regulación de 
diversas cascadas de señalización. Además, numerosos patógenos utilizan 
















1.2. Mecanismos de endocitosis 
La endocitosis comprende dos tipos de mecanismos diferentes, fagocitosis y 
pinocitosis.  
 Fagocitosis: está implicada en la internalización de grandes partículas (más 
de 200 nm), así como de bacterias y otros microorganismos. Normalmente 
está restringida a tipos celulares especializados, pertenecientes al 
denominado sistema retículo endotelial (REL), como son los macrófagos y 
los neutrófilos.  






Figura 2. Principales mecanismos endocíticos (Parton y Simons, 
2007. Nat Rev Mol Cell Biol 8:185-194) 
 Pinocitosis: ocurre en todos los tipos celulares y está implicada en la 
entrada de fluidos y solutos en la célula.  Dentro de esta vía existen distintas 
variantes, que se pueden dividir en dos categorías, independientes de 
receptor: macropinocitosis; y dependientes de receptor: endocitosis 
mediada por clatrina, endocitosis mediada por caveolinas o endocitosis 









1.2.1. Macropinocitosis  
Observada por primera vez en 1931 por Lewis (Lewis, 1931), se considera uno 
de los mecanismos de endocitosis más arcaicos. En este proceso no se 
produce una interacción entre receptores de membrana y las moléculas que 
son endocitadas (Kirkham y Parton, 2005; Kerr y Teasdale, 2009; Lim y Gleeson, 
2011), sino que es la activación de receptores tirosina-kinasa, como el receptor 
del factor de crecimiento epidérmico (EGFR) o del factor de crecimiento 
derivado de plaquetas (PDGFR), lo que provoca la polimerización de los 
microfilamentos de actina en el interior celular, que originan una evaginación 
(ruffle) que crece paralela a la membrana plasmática, cerrándose sobre ésta 
y formando una vesícula llamada macropinosoma (Khalil y col, 2006; Doherty y 
McMahon, 2009; Kerr y Teasdale, 2009; Lim y Gleeson, 2011). En este  caso, el 
proceso por el que la evaginación se fusiona con la membrana no es aún bien 
conocido. El macropinosoma tiene un tamaño superior a 0,2 µm (Kerr y 
Teasdale, 2009), llegando en algunos casos a superar los 5 µm de tamaño 
(Arsianti y col, 2010). 






En cuanto al destino final del macropinosoma, no existe consenso. Aunque la 
mayoría de autores coinciden en que bajo determinadas condiciones, puede 
expulsar su contenido de nuevo al exterior celular, en un proceso conocido 
como transcitosis (Amyere y col, 2002; Lühmann y col, 2008), en la mayoría de 
los casos el macropinosoma acaba fusionándose con los lisosomas (Amyere y 
col, 2002; Perret y col, 2005; Lühmann y col, 2008), aunque otros estudios 
apuntan a que escapa de la ruta acídica, acumulándose en endosomas 
tardíos con un pH ligeramente ácido, pero sin llegar a fusionarse con los 
lisosomas (Wadia y col, 2004; Arsianti y col, 2010). Esta variación en la ruta 
intracelular parece estar relacionada con la línea celular y con el rol que 
desempeña la macropinocitosis en estas células. En el sistema inmunológico y 
en el riñón, la macropinocitosis tiene como función la degradación de los 
compuestos internalizados, mientras que en otros tipos celulares puede actuar 
reorganizando la membrana plasmática (Hewlett y col, 1994; Schnatwinkel y 
col, 2004; Donaldson y col, 2009). 
1.2.2. Endocitosis mediada por clatrina 
Desde que se describieron los aspectos básicos de la formación de las 
depresiones de clatrina (Roth y Porter, 1964), la endocitosis mediada por 
clatrina ha sido uno de los mecanismos endocíticos más estudiados. Es un 
mecanismo endocítico mediado por receptor, llevado a cabo por todas las 
células eucariotas y en el que intervienen gran variedad de proteínas de 
membrana, que interaccionan con distintas macromoléculas formando un 
complejo de internalización específico. Se trata de una ruta muy versátil, ya 
que gran variedad de moléculas pueden internalizarse por esta vía, gracias a 
la diversidad de proteínas adaptadoras que intervienen en este proceso.  
Este tipo de endocitosis tiene lugar en unas regiones de la membrana, 
conocidas como depresiones de clatrina y consta de cinco etapas (Fig. 3) 
(McMahon y Boucrot, 2011): 
 Nucleación: consiste en la formación de las depresiones de clatrina. 
Comienza con el reclutamiento de la proteína adaptadora 2 (AP2), desde 
el citoplasma hacia la membrana plasmática, aunque recientes estudios 
apuntan a que la iniciación del proceso esta mediada por un módulo de 






nucleación, compuesto por distintas proteínas, que intervienen iniciando la 
curvatura de la membrana que da lugar a la depresión (Stimpson y col, 
2009; Henne y col, 2010). 
 Selección de la carga: AP2, junto con otras proteínas adaptadoras, media 
la selección de la carga. AP2 se une a los receptores de membrana tanto 
directamente, como indirectamente a través de proteínas adaptadoras 
(Keyel y col, 2006; Schmid y col, 2006; Mettlen y col, 2010; McMahon y 
Boucrot, 2011). Estas proteínas adaptadoras pueden expresarse solo en 
determinados tipos celulares, confiriendo propiedades específicas al tejido 
(Keyel y col, 2006; Mettlen y col, 2010). Además de conferir especificidad, 
la gran diversidad de proteínas adaptadoras evita la saturación de este 
mecanismo endocítico (Warren y col, 1997; 1998; McMahon y Boucrot, 
2011). 
 Ensamblaje de la cubierta de clatrina: una vez unida la carga a AP2, se 
produce el reclutamiento de la clatrina desde el citoplasma a la 
membrana plasmática. La clatrina es una proteína constituida por tres 
cadenas pesadas, muy conservadas en todos los eucariotas, que proveen 
sujeción y tres cadenas ligeras que regulan su unión y desunión (Doherty y 
McMahon, 2009). AP2 y otras proteínas adaptadoras accesorias pueden 
reclutar la clatrina, que contribuye a estabilizar la curvatura de la 
invaginación (Saffarian y col, 2009). 
 Escisión de la vesícula: una vez la vesícula endocítica se cierra,  se produce 
su escisión, para lo cual es necesaria la dinamina (Hinshaw y Schmid, 1995; 
Sweitzer y Hinshaw, 1998; Ferguson y Camilli, 2012). La dinamina polimeriza 
formando un anillo contráctil sobre el cuello de la vesícula y mediante la 
hidrólisis de GTP produce la escisión de ésta (modelo mecano-químico) 
(Danino y col, 2004). Otros autores proponen un modelo regulativo en el 
que la dinamina recluta a otros efectores, que son los que llevan a cabo la 
estrangulación. También existe un modelo que combina ambas hipótesis 
(Nankoe y Sever, 2006). En esta fase también puede intervenir la actina, 
ayudando a la formación de la vesícula durante la internalización de 
moléculas de gran tamaño, virus y bacterias, que requieren que se genere 






Figura 3. Esquema de la endocitosis mediada por clatrina. 
(http://wiki.geneontology.org/index.php/Signaling_and_receptor-
mediated_endocytosis)  
una mayor curvatura en la membrana para dar lugar a la invaginación 
(Veiga y col, 2007; Cureton y col, 2009). Sin embargo, la intervención de la 
actina no es imprescindible en células de mamíferos, aunque puede influir 
en el trafico intracelular de las vesículas (Fujimoto y col, 2000; Boucrot y col, 
2006). En levaduras la actina si juega un papel imprescindible, dada la 
mayor rigidez de su pared celular (Kaksonen y col, 2005; 
Aghamohammadzadeh y Ayscough, 2009). 
 Desensamblaje y reciclado de la clatrina: tras liberarse la vesícula en el 
citoplasma, la cubierta de clatrina se desensambla por la acción de la 
ATPasa HSC70 y su cofactor, la auxilina (Schlossman y col, 1984; 
Ungewickell y col, 1995; Rothnie y col, 2011), tras lo que la vesícula desnuda 
se dirige hacia los endosomas tempranos, siguiendo la ruta de maduración 
en vesículas de pH cada vez más ácido, hasta acabar fundiéndose con 
lisosomas, con lo que el interior de la vesícula alcanza un pH de 5. Durante 
ese proceso los receptores se reciclan a la membrana plasmática, o bien 
continúan hacia los lisosomas para su degradación (Bareford y col, 2007; 
Lühmann y col, 2008; Arsianti y col, 2010). La clatrina una vez libre en el 


















El tamaño de las vesículas cubiertas de clatrina es variable en los distintos 
organismos, siendo mucho menores en plantas y levaduras que en animales, 
dado que la rigidez de su pared celular dificulta la formación de vesículas de 
mayor tamaño (de Rooij y col, 2010). También varía entre tipos celulares: en 
células neuronales de ratón oscila entre 70-90 nm (Cheng y col, 2007), mientras 
que en células epiteliales se sitúan entre 120-150 nm (Bretscher y col, 1980; 
McMahon y Boucrot, 2011). En cualquier caso, el límite superior de tamaño 
nunca supera los 200 nm (Ehrlich y col, 2004). 
La endocitosis mediada por clatrina está implicada en diversas funciones 
celulares: 
 Internalización de los receptores de diversos metabolitos como el colesterol 
o el hierro (Anderson y col, 1977, Pearse, 1982). Dicha internalización puede 
ser constitutiva, de modo que el receptor se internaliza 
independientemente de que se produzca la unión receptor-ligando. Es el 
caso del receptor de la transferrina (TfR) (Motley y col, 2003: Mettlen y col, 
2010) o de los LDLR (Anderson y col, 1977; Mettlen y col, 2010). La 
internalización del receptor también puede ser inducida por la unión de un 
ligando al receptor, es decir, solo se produce cuando se unen receptor y 
ligando, internalizándose ambos (Keyel y col, 2006; Lan y col, 2011). 
 Regulación de la transducción de señales. Alterando la composición 
proteica de la membrana plasmática, la endocitosis mediada por clatrina 
es capaz de modular la transducción de señales, afectando a procesos 
celulares tan variados como el crecimiento y división celular, la quimiotaxis, 
la transmisión sináptica o la respuesta inmune (Sorkin y von Zastrow, 2009; 
Scita y Fiore, 2010; Haucke y col, 2011). Generalmente, la forma en que la 
endocitosis mediada por clatrina regula estas señales es poniendo fin a las 
mismas, para lo que los receptores de la membrana no se reciclan, sino 
que se degradan en los lisosomas, lo que implica el final de la señal (Yu y 
col, 2007).  
 Reciclado de vesículas sinápticas. La endocitosis mediada por clatrina 
tiene un papel fundamental en la regulación del tamaño (Nonet y col, 
1999; McMahon y Boucrot, 2011) y la composición de las vesículas 






sinápticas (Dittman y Kaplan, 2006; Takamori y col, 2006), así como el 
reciclado de éstas (Heuser y Reese, 1973; McMahon y Boucrot, 2011). 
 Entrada de virus, bacterias y toxinas. Pese a no ser una función 
propiamente dicha, numerosos patógenos utilizan esta vía endocítica para 
penetrar en las células. Las toxinas, por su pequeño tamaño son capaces 
de entrar con facilidad por este mecanismo (Haucke y Camilli, 1999; Dong 
y col, 2003; Peng y col, 2012). En cuanto a los virus, aquellos de pequeño 
tamaño, como el rinovirus, pueden penetrar por esta vía fácilmente, 
mientras que los de mayor tamaño, necesitan de la formación de vesículas 
mayores (virus de la gripe A) o la alteración de la geometría normal de las 
vesículas de clatrina (virus de la somatitis vesicular) (Ehrlich y col, 2004; Rust 
y col, 2004; Cureton y col, 2009). Finalmente, las bacterias y hongos 
pueden utilizar mecanismos de internalización, en los que la clatrina 
interviene de una forma distinta a la clásica y en los que el citoesqueleto 
de actina sí parece necesario (Veiga y col, 2007; Eto y col, 2008; Moreno-
Ruiz y col, 2009). 
1.2.3. Endocitosis mediada por caveolina  
Se trata de otro mecanismo de endocitosis mediado por receptor, asociado a 
la presencia de caveolas. Fueron identificadas por primera vez durante los 
años 50 (Palade, 1953) y se trata de pequeños microdominios de membrana 
ricos en colesterol y esfingolípidos (Doherty y McMahon, 2009; Lajoie y Nabi, 
2010; Parton y del Pozo, 2013). Clásicamente se han descrito como 
invaginaciones de la membrana con forma de botella, pero la morfología es 
variable y también pueden ser planas, tubulares en forma de cesta, o 
asociarse formando racimos (Pelkmans y col, 2001; Harris y col, 2002). Este tipo 
de invaginación existe en muchos tipos de célula de mamífero, tienen 
alrededor de 60-80 nm de diámetro y constituyen aproximadamente un tercio 
de la membrana plasmática, siendo especialmente abundantes en músculo 
liso, neumocitos tipo I, fibroblastos y células endoteliales (Parton y col, 2006). Se 
trata de un mecanismo de internalización más lento que la endocitosis 
mediada por clatrina (Nichols, 2003). 






La formación de estas invaginaciones está inducida por la caveolina 1 (cav-1) 
(Rothberg y col, 1992; Parton y del Pozo, 2013). Tradicionalmente se ha 
considerado que la sola expresión de esta proteína en células carentes de 
caveolas, como es el caso de los linfocitos, es capaz de inducir su formación 
(Fra y col, 1995). Además de la cav-1, las células de mamífero también 
presentan dos isoformas de ésta: la cav-2 y la cav-3, siendo esta ultima 
específica de tejido muscular (Galbiati y col, 2000; Parton y del Pozo, 2013). 
Mientras que las cav-1 y -3 se localizan en la membrana plasmática, la cav-2 
se encuentra en el aparato de Golgi y únicamente se dirige hacia la 
membrana al unirse con cav-1 en ese orgánulo, formando heteroligómeros 
(Breuza y col, 2002). En los tres casos se trata de proteínas integrales de 
membrana que forman una horquilla en la bicapa lipídica, cuyos dos extremos 
quedan expuestos hacia él citoplasma, diferenciándose únicamente en la 
secuencia de aminoácidos que las constituyen  (Williams y Lisanti, 2004).  
Todas las caveolinas se sintetizan en el retículo endoplasmático rugoso, desde 
donde se exportan hacia el aparato de Golgi (Hayer y col, 2010). Una vez en 
este orgánulo, sufren una serie de modificaciones (Dietzen y col, 1995), tras las 
que pasan por un proceso de oligomerización e interaccionan con distintos 
lípidos, entre ellos el colesterol (Pol y col, 2005), para formar la caveola 
(Tagawa y col, 2005), que se exporta desde el aparato de Golgi hasta la 
membrana plasmática (Fig. 4). 
La formación de las caveolas requiere de la oligomerización de cav-1, para lo 
cual se asocian entre 14-16 moléculas de cav-1 (Parton y col, 2006). La cav-2 
interviene también en la biogénesis de las caveolas, teniendo un papel 
modulador en el proceso, aunque no resulta imprescindible para su formación 
(Sowa y col, 2003). Las cav-1 y -2 se asocian formando heteroligómeros, dando 
lugar a un armazón que mantiene la estructura de la caveola (Parton y col, 










Figura 4. Esquema del proceso de maduración de las caveolas 











Recientes estudios han puesto de manifiesto la intervención de la familia de las 
cavinas en el proceso de formación de las caveolas (Briand y col, 2011). Esta 
familia proteica está compuesta por cuatro miembros, que están implicados 
en la biogénesis de las caveolas y tienen funciones relacionadas con el 
soporte, la inducción de la curvatura de las caveolas y la regulación de esta 
vía endocítica (McMahon y col, 2009). Su intervención resulta necesaria para 
la formación de las caveolas, lo que contradice la idea clásica de que la sola 
presencia de cav-1 es suficiente para la formación de las mismas (Hill y col, 
2008; Liu y Pilch, 2008).  
Normalmente las caveolas presentan un comportamiento estático (Thomsen y 
col, 2002; Doherty y McMahon, 2009), lo que sugiere que no intervienen en la 
internalización constitutiva de moléculas. Sin embargo, ante la presencia del 
ligando correcto, se produce una activación de tirosina-kinasas de la familia 
Src, que fosforilan los residuos de tirosina de la cav-1, iniciándose así una 
cascada de señales que resulta en la internalización del ligando (Aoki y col, 
1999; Pelkmans y col, 2001; Parton and Richards, 2003; Damm y col, 2005). En 
este proceso es necesaria la intervención de la dinamina II, para producir la 
escisión de la vesícula endocítica (Henley y col, 1998; 1999; Kumari y col, 2010).  






El colesterol también juega un papel destacado en esta vía endocítica, 
regulando la expresión de cav-1, así como la dinámica y formación de 
caveolas. Se ha observado que el incremento de los niveles de colesterol en la 
célula estimula la endocitosis mediada por caveolina (Sharma y col, 2004), 
mientras la depleción de colesterol puede inhibir esta ruta endocítica. El 
colesterol interacciona directamente con la cav-1 (Fielding y col, 2002), 
estando los niveles de ambas moléculas íntimamente relacionados, de modo 
que células que no expresan cav-1 presentan niveles más bajos de colesterol 
que aquellas que si la expresan (Breuza y col, 2002). Además de su papel en la 
endocitosis mediada por caveolina, diversos estudios apuntan a que la cav-1 
puede tener un papel regulador negativo sobre la endocitosis mediada por 
balsas lipídicas (Nabi y Le, 2003; Lajoie y Nabi, 2007).  
Otro elemento importante en la endocitosis mediada por caveolina es la 
actina (Doherty y McMahon, 2009; Parton y del Pozo, 2013). La cav-1 
interacciona con los filamentos de actina a través de su extremo N-terminal 
(Stahlhut y van Deurs, 2000), manteniendo de esta forma las caveolas estáticas 
en la membrana. La despolimerización de la actina con latrunculina A, 
provoca la acumulación de estructuras positivas para cav-1 en la región 
centrosomal de la célula, mientras que el tratamiento con citocalasina D, 
inhibe la internalización mediada por caveolina de moléculas como la 
fosfatasa alcalina (Parton y col, 1994) o el complejo antígeno-BCR (Caballero y 
col, 2006). 
Al internalizarse las caveolas, forman vesículas llamadas caveosomas, que 
contienen cav-1 en su membrana y poseen un pH neutro. Estos caveosomas se 
dirigen al aparato de Golgi y el retículo endoplasmático evitando los lisosomas 
(Perret y col, 2005; Arsianti y col, 2010), aunque algunos autores proponen que, 
pese a que esta es la ruta principal, algunos caveosomas podrían entrar en la 
vía endosomal (Lühmann y col, 2008). 
Las caveolas presentan otras funciones a parte de la endocitosis, entre las que 
se encuentran la transcitosis o la regulación de diversas rutas de señalización 
intracelular (Parton y Simmons, 2007). 






1.2.4. Endocitosis mediada por receptor e independiente de clatrina y 
caveolina 
Bajo este nombre se engloban una serie de mecanismos que no son 
dependientes ni de clatrina ni de caveolina. Aunque apenas se conocen 
datos sobre estas vías, parecer ser que se asocian con unas regiones 
membranosas ricas en lípidos y resistentes a la digestión por detergentes, 
conocidas como balsas lipídicas (lipid rafts), cuya composición es similar a la 
de las caveolas (Bareford y Swaan, 2007; Sandvig y col, 2008). Algunos de los 
mecanismos independientes de clatrina y caveolina (Sandvig y col, 2011) más 
conocidos son: 
 Endocitosis dependiente de Rho A y de Cdc 42: ambos mecanismos 
dependen de la presencia de balsas lipídicas (Howes y col, 2010a; Kumari 
y col, 2010). Además, la endocitosis mediada por Rho A, requiere de la 
intervención de la dinamina y actúa de forma constitutiva en la 
internalización del receptor de la interleukina-2 (Lamaze y col, 2001) y de la 
toxina de C2 de Clostridium Botulinum (Gibert y col, 2011; Pust y col, 2010). 
Por otro lado, el mecanismo dependiente de Cdc 42 interviene en la 
internalización de fluidos (Howes y col, 2010b; Kumari y col, 2010), así como 
de proteínas unidas a glucosil-fosfatidilinositol (GPI) (Kumari y col, 2010). 
 Endocitosis mediada por flotilina: la flotilina-1 y -2 son proteínas asociadas a 
balsas lipídicas. Están implicadas en procesos endocíticos tanto 
dependientes de dinamina, como es el caso de la internalización de 
determinados proteoglicanos (Payne y col, 2007), como independientes 
de ésta, como sucede con las proteínas unidas a GPI o la toxina B del 
cólera (Glebov y col, 2006). Los microdominios con flotilina no suelen 
internalizarse con frecuencia, estando el proceso regulado por la kinasa 
Fyn (Riento y col, 2009). 
 Endocitosis mediada por Arf6: se trata de otro proceso de internalización 
dependiente de dinamina (Grant y Donaldson, 2009). Por este mecanismo 
se internalizan el complejo mayor de histocompatibilidad tipo I o las 
integrinas (Grant y Donaldson, 2009). 
 






1.3. Factores que determinan el mecanismo endocítico 
El mecanismo exacto por el que una molécula penetra en las células depende 
de diversos factores (Hillaireau y Couvreur, 2009) tales como:  
1.3.1. Tamaño de la molécula  
El rango de tamaños que es capaz de internalizar cada vía endocítica es 
objeto de debate, existiendo una gran controversia al respecto, si bien la 
mayoría de estudios apuntan a que los compuestos internalizados por 
endocitosis mediada por clatrina tienen un tamaño comprendido entre 60-200 
nm (Erhlich y col, 2004; Cheng y col, 2007), mientras que en el caso de la 
endocitosis mediada por caveolina, el rango está entre 50-100 nm (Parton y 
col, 2006; Doherty y McMahon, 2009). Los compuestos internalizados por 
macropinocitosis pueden llegar hasta los 5 µm (Kerr y Teasdale, 2009; Arsianti y 
col, 2010).  
Por otro lado, el tamaño de las partículas que una célula puede endocitar 
también depende del tipo celular. Un ejemplo son las microesferas de ADN 
recubiertas de poliestireno, que tienen un tamaño comprendido entre 20 y 
1000 nm. Mientras determinadas líneas celulares, como HUVEC o ECV 304, no 
son capaces de endocitar estas partículas, otras líneas como  HepG-2 o KLN 
205, endocitan partículas entre 20 y 100 nm o entre 20 y 600 nm 
respectivamente (Zauner y col, 2001). 
1.3.2. Carga del compuesto 
Teniendo en cuenta la carga negativa del interior celular respecto al medio 
extracelular, los compuestos con carga positiva se asocian más fácilmente con 
ésta y se internalizan mejor. Este es el motivo por el que las nanopartículas 
empleadas en estudios biomédicos suelen estar recubiertas de polímeros 
catiónicos (Mao y col, 2005; Harush-Frenkel y col, 2007; Cañete y col, 2010). 
1.3.3. Modificaciones del compuesto  
Empleando diversos recubrimientos se puede influir en el mecanismo de 
internalización. Es el caso de las nanopartículas recubiertas de poli-etilenglicol 
(PEG), que son reconocidas por los receptores LDL y endocitadas por un 






mecanismo dependiente de clatrina, acumulándose en los lisosomas (Kreuter, 
2001; Kim y col, 2007).  
Otra posibilidad es conjugar el compuesto con ligandos específicos de un 
receptor determinado, lo que permite dirigir el complejo hacia un tipo celular 
concreto y/o seleccionar el mecanismo preciso por el que es internalizado. 
Uno de estos ligandos es el acido fólico (FA), que se ha estudiado 
ampliamente como vehículo de agentes terapéuticos, especialmente para el 
tratamiento del cáncer (Chavanpatil y col, 2006; Low y Kularatne, 2009). El FA 
es reconocido por el receptor de folato (FR), que está sobreexpresado en 
muchas líneas tumorales (Lu y Low, 2002; Hilgenbrinck y Low, 2005; Low y 
Kularatne, 2009) y que se internaliza por un mecanismo dependiente de 
receptor, evitando el compartimento acídico (Hilgenbrinck y Low, 2005). Pese 
a que en determinados casos este mecanismo parece estar mediado por 
caveolinas (Dauty y col, 2002), el mecanismo general por el que se produce la 
internalización no está claro (Sabharanjak y Mayor, 2004; Hilgenbrinck y Low, 
2005). El FA se ha empleado para modificar nanopartículas (Stella y col, 2000; 
Talekar y col, 2011), liposomas (García-Díaz y col, 2011; Kolhatkar y col, 2011) o 
micelas (Lee y col, 2005), y en todos los casos se observaba un incremento de 
la acumulación de estos compuestos en células que expresaban FR.  
Otros ligandos estudiados son la transferrina, que se internaliza 
mayoritariamente por endocitosis mediada por clatrina, acumulándose en los 
lisosomas (Qian y col, 2002; Sahoo y Labhasetwar, 2005; Kolhatkar y col, 2011), y 
determinadas moléculas de adhesión celular como los péptidos RGD 
(Schifferles y col, 2003; Kolhatkar y col, 2011) o el péptido TAT (Lewin y col, 2000; 
Jones, 2008). 
1.3.4. Tipo celular 
La expresión diferencial de receptores en los distintos tipos celulares, determina 
que las capacidades endocíticas varíen en función del tejido (McMahon y 
Boucrot, 2011). Este es el caso antes comentado de los receptores de folato, 
que están sobreexpresados en células tumorales (Hilgenbrinck y Low, 2005). 
 






1.3.5. Forma del compuesto  
No existe consenso respecto a la influencia de la forma de los compuestos en 
su internalización. Mientras algunos estudios apuntan a que compuestos 
esféricos tienen más facilidad para entrar en las células (Chithrani y col, 2006; 
Muro y col, 2008), otros trabajos sugieren que las partículas con formas 
cilíndricas o alargadas son capaces de penetrar mejor (Gratton y col, 2008a; 
b). Está variabilidad de resultados puede deberse a otros factores como la 
naturaleza del compuesto, su tamaño o la carga, pudiendo estar varias rutas 

























Nosotros hemos estudiado el mecanismo de internalización de la ftalocianina 
de zinc (II) (ZnPc), para determinar la influencia del vehiculizante y de la línea 
celular en los mecanismos de endocitosis de esta droga. 
El FS se vehiculizó de dos maneras: incluido en liposomas de 
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) o disuelto en dimetilformamida (DMF). Las 
líneas celulares que se han utilizado en este estudio  han sido HeLa y A-549. 
Se usaron distintos inhibidores de las distintas rutas endocíticas, y se valoró el 
efecto que la presencia de éstos tenía sobre los cambios inducidos por los 
tratamientos fotodinámicos en la supervivencia celular y en la morfología 
nuclear, así como sobre la localización subcelular del FS.  
Los resultados obtenidos indican que la ZnPc incluida en liposomas penetra en 
ambos tipos celulares por un mecanismo de endocitosis dependiente de 
clatrina. Sin embargo, la ruta de internalización del FS disuelto en DMF difiere 
en función del tipo celular: en células A-549 se incorpora por un mecanismo 
dependiente de caveolinas, mientras que en células HeLa la internalización 
está mediada por un mecanismo independiente de clatrina y caveolinas. 
2.2. Objetivos 
 Caracterizar el mecanismo de internalización del FS ZnPc en células A-549 
y HeLa. 
 Determinar la influencia del mecanismo de vehiculización sobre la ruta 
endocítica de la ZnPc. 
 Valorar si existen diferencias en la ruta de internalización de la ZnPc en 




































Tabla 1. Supervivencia de las células A-549 sometidas a los distintos tratamientos, tanto 
en presencia como en ausencia de irradiación. 
Los datos obtenidos representan la media y la desviación estándar (DE) de al menos 
seis  experimentos distintos. 
2.3. Resultados. Células A-549 
2.3.1. Tratamientos fotodinámicos en ausencia de inhibidores 
2.3.1.1. Supervivencia celular 
Las variaciones en la supervivencia de las células A-549, incubadas con ZnPc 
vehiculizada en liposomas (ZnPc-lip) o disuelta en DMF (ZnPc-DMF) durante 
distintos tiempos (1, 3 o 24 h), se pueden observar en la Tabla 1. 
En ausencia de irradiación, las incubaciones con ZnPc-lip o ZnPc-DMF durante 
1 o 3 h no afectan de forma significativa a la viabilidad celular. Por el contrario, 
los tratamientos durante 24 h con ambos vehiculizantes, reducen la viabilidad 
celular entre un 20 y un 25%. 
Cuando las células se irradiaron durante 10 minutos, después de las mismas 
incubaciones con el FS, las células incubadas con ZnPc-DMF durante 3 h 
presentaban un descenso de la supervivencia celular de más de un 80%, 
mientras que el resto de tratamientos provocaban una inactivación casi total 
de los cultivos. 
Tratamientos 







Control 100 5 100 7,6 
ZnPc-lip 1h 98,07 3,81 6,24 7,45 
ZnPc-lip 3h 97,23 5,43 2,31 1,28 
ZnPc-lip 24 h 78,01 5,47 2,12 2,21 
ZnPc-DMF 3 h 92,84 0,93 17,59 8,34 
ZnPc-DMF 24 h 77,88 6,23 2,87 5,02 
 






Figura 1. Células A-549 fijadas 24 h después de los 
tratamientos y procesadas con H-33258. A: células control. 
B: células tratadas con ZnPc-lip 1 µM durante 1 h e 
irradiadas 10 min. C: células tratadas con ZnPc-lip 1 µM 
durante 3 h e irradiadas 10 min. D: células incubadas ZnPc-
DMF 2 µM durante 3 h e irradiadas 10 min. Barra de escala: 
20 µm.  
2.3.1.2. Morfología nuclear 
Se realizaron estudios morfológicos 24 h después de los tratamientos, para 
caracterizar los cambios producidos en la morfología nuclear, procesando las 
células con H-33258. Los resultados se muestran en la figura 1. En ausencia de 
irradiación, ninguno de los tratamientos provoca cambios morfológicos 
significativos, presentando las células un aspecto similar al de los controles (Fig. 
1A).  
Por el contrario, tras 10 min de irradiación, las células tratadas con ZnPc-lip 
durante 1 h (Fig. 1B), sufrieron una inactivación generalizada, presentando un 
núcleo pequeño, redondo y con una cromatina altamente compactada, que 
se corresponde con un proceso de muerte por necrosis. Los tratamientos con 
ZnPc-DMF durante 24 h y con ZnPc-lip durante 3 o 24 h, originaban unas 
alteraciones nucleares similares, observándose que la mayor parte de las 
células presentaba un núcleo mayor de lo normal, con la cromatina 
condensada, distribuida en pequeñas masas y una envoltura nuclear 



















Figura 2. Células A-549 observadas en microscopia de 
fluorescencia, bajo excitación con luz UV, sin ningún 
procesamiento. A: células control. B: células incubadas con 
ZnPc-lip 1 µM durante 24 h. Barra de escala: 20 µm.  
Esta morfología, como vimos en él anterior capítulo, parece corresponder a 
una muerte por necrosis regulada. Finalmente, las células tratadas durante 3 h 
con ZnPc-DMF (Fig. 1D) presentaban ambos tipos de morfologías.  
2.3.1.3. Localización subcelular 
Se estudió la localización subcelular del fotosensibilizante después de los 
distintos tiempos de incubación. Los resultados se muestran en la figura 2. En las 
células incubadas con ZnPc-DMF durante 3 h o con ZnPc-lip durante 1 h, no 
era posible localizar la fluorescencia roja del fotosensibilizante en el interior 
celular. En este caso, la morfología de las células es igual a la de los controles 
(Fig. 2A), observándose únicamente la autofluorescencia azul de la 
mitocondrias en el citoplasma celular. Por el contrario, las muestras incubadas 
con ZnPc-lip durante 3 y 24 h, o con ZnPc-DMF 24 h, presentaban en todos los 
casos una intensa fluorescencia de color rojo, correspondiente al FS, en 
posición perinuclear, así como algunos gránulos dispersos por el citoplasma 








2.3.2. Tratamientos con inhibidores de la endocitosis 
2.3.2.1. Supervivencia celular 
En la figura 3 podemos observar el efecto que producen los distintos 
inhibidores en la supervivencia de los cultivos celulares. Cuando se incubaban 
las células durante 2 h, únicamente la MβCD afecta la supervivencia de los 
cultivos, que se reduce en un 20%. El resto de los inhibidores no afectan de 
forma significativa la supervivencia celular, que se mantiene en todos los casos 






Figura 3. Supervivencia de las células A-549, 
incubadas con los distintos inhibidores durante 
diferentes tiempos. Los datos corresponden a la 
media y la DE de al menos seis experimentos 
independientes  
entre el 90 y el 100%. Los resultados obtenidos tras 4 h de incubación son 
similares a los observados con 2 h de incubación. 
Con 25 h de incubación, CD, Gen y MβCD provocan un moderado descenso 
de la supervivencia de los cultivos celulares, que se situaba entre el 60 y el 75%. 
Por otro lado, el Dyn reduce drásticamente la viabilidad celular hasta un 40%. 
Cuando los cultivos celulares se irradiaban 10 min en las mismas condiciones 
experimentales, los resultados eran prácticamente idénticos, lo que indica que 
ninguno de los inhibidores empleados en el estudio presenta un 











2.3.2.2. Morfología nuclear 
La observación morfológica de las células fijadas y teñidas con H-33258 (Fig. 4), 
mostró que con tiempos cortos de incubación (2 y 4 h), ninguno de los 
inhibidores, excepto la CD, afecta la morfología nuclear, que permanecía 
idéntica a la de las células control (Fig. 4A). Las células incubadas durante 25 h 
con Dyn (Fig. 4C), sufren un descenso significativo de la densidad celular. 
Además encontramos numerosos núcleos de morfología apoptótica. Por otro 
lado, las células tratadas con CD (Fig. 4B), muestran una binucleación 
proporcional al tiempo de incubación, debido a que este compuesto bloquea 






Figura 4. Células A-549 fijadas 24 h después de los tratamientos y procesadas con H-
33258. A: células control. B: células incubadas con CD 5µg/ml durante 25 h. C: 
células incubadas con Dyn 80 µM durante 25 h. Barra de escala: 20 µm.  
la polimerización de los filamentos de actina, impidiendo que durante la mitosis 
se produzca la citocinesis. El resto de inhibidores no provocan alteraciones 
morfológicas significativas tras 25 h de incubación. 
A la vista de los cambios morfológicos y en la supervivencia, ocasionados por 
la CD, decidimos realizar un estudio más profundo de este inhibidor, para 
valorar sus posibles efectos secundarios.  
2.3.3. Tratamientos con CD 
2.3.3.1. Microfilamentos de actina 
En la figura 5 se observan los cambios producidos por la CD sobre los 
microfilamentos de actina.  
Las células incubadas durante 2 h con CD y procesadas inmediatamente 
después (Fig. 5C), sufrían un clara desorganización de la actina, perdiendo las 
fibras de estrés y adquiriendo un aspecto estrellado. Transcurridas 24 h desde el 
tratamiento (Fig. 5D), las células presentan una morfología idéntica a la de los 
controles (Fig. 5A y B), observándose de nuevo las fibras de estrés 
reorganizadas. Las células incubadas en presencia de CD durante 25 h y 
procesadas inmediatamente (Fig. 5E), presentaban también una fuerte 
alteración morfológica, con una actina totalmente desorganizada y pérdida 
de las fibras de estrés. Además, se observa una binucleación generalizada de 
las células, encontrándose los núcleos en una posición excéntrica. Sin 
embargo, 24 h después de retirar el tratamiento (Fig. 5F), las células vuelven a 
recuperar una morfología normal, presentando fibras de estrés bien definidas y 
núcleos en posición central, aunque la binucleación se mantiene.  






Fig. 5. Células A-549 fijadas a distintos tiempos 
después de los tratamientos, teñidas con TRITC-
faloidina y contrateñidas con H-33258. A y B: células 
control. C: células incubadas 2 h con CD y fijadas 
inmediatamente después del tratamiento. D: células 
incubadas 2 h con CD y fijadas 24 h después del 
tratamiento. E: células incubadas 25 h con CD y 
fijadas inmediatamente después del tratamiento. F: 
células incubadas 25 h con CD y fijadas 24 h después 

















Se valoró mediante inmunofluorescencia indirecta para tubulina, el efecto que 
este tratamiento tenía sobre la estructura de los  microtúbulos y el índice 
mitótico. Las células se procesaron a las 0 y 24 h después de los tratamientos 
con CD. Además, dado que las células incubadas con CD durante 2 h, no 
presentaban cambios significativos 24 h después de los tratamientos con 
respecto a los controles, se evaluó el efecto a las 4 h de retirar el inhibidor, con 
el fin de determinar si a un tiempo más corto se observaba alguna alteración 
relevante. Con los tratamientos de 24 h de incubación, al producir una 
significativa reducción de la supervivencia y una binucleación generalizada a 
las 24 h de finalizar los tratamientos, se evaluaron las células a las 48 h de retirar 






Fig. 6. Células A-549 incubadas con CD, fijadas a distintos tiempos postincubación, 
procesadas para inmunofluorescencia indirecta de α-tubulina y contrateñidas con H-
33258. A: control. B: células incubadas 2 h con CD y fijadas inmediatamente después del 
tratamiento. C: células incubadas 2 h con CD y procesadas 4 h después. D: células 
tratadas durante 2 h con CD y fijadas 24 h después. E: células incubadas 24 h con CD y 
fijadas inmediatamente después del tratamiento. F: células tratadas 24 h con CD y 
procesadas 24 h después del tratamiento.  Barra de escala: 20 µm. 
la CD, para determinar el efecto del inhibidor a largo plazo. Los resultados se 
muestran en la figura 6. 
En las células incubadas 2 h con CD, vemos que inmediatamente después del 
tratamiento (Fig. 6B), la morfología celular se ve muy alterada con respecto a 
las células control  (Fig. 6A), apreciándose un núcleo deformado y periférico. 
Cuando las observaciones se realizaron 4 h después de retirar la CD (Fig. 6C), 
la morfología de las células es equivalente a la de los controles, aunque hay un 
número ligeramente mayor de células binucleadas. A las 24 h de finalizar el 
tratamiento (Fig. 6D), la morfología celular es equivalente a la observada a las 
4 h.  
Las células tratadas con CD durante 25 h y procesadas inmediatamente 
después de la incubación (Fig. 6E), también mostraban una morfología celular 
muy alterada, con unos núcleos que parecen de nuevo encontrase fuera de 
la célula. Pese a esta fuerte alteración morfológica, los microtúbulos parecen 
conservar cierta integridad. A las 24 h del tratamiento las células presentan 
una morfología similar a las células control, pero con un elevado porcentaje 
de células binucleadas (Fig. 6F). Esta binucleación se mantenía 48 h después 
de los tratamientos. 






Los datos obtenidos representan la media de tres experimentos 
distintos ± la desviación estándar (DE). En cada muestra 
experimental se contaron un mínimo de 3000 células.  
Tabla 2. Índice mitótico y porcentaje de binucleación en células 
A-549, incubadas en presencia de CD durante 2 h y procesadas 
a distintos tiempos después  del tratamiento. 
2.3.3.3. Binucleación e índice mitótico 
Se realizaron recuentos de las células incubadas 2 y 25 h con CD y procesadas 
a distintos tiempos después de los tratamientos, para determinar el número de 
binucleadas y el índice mitótico. 
Cuando la incubación con CD se realizó durante 2 h (tabla 2) y las células se 
procesaron inmediatamente después, no fue posible determinar con exactitud 
el número de células binucleadas debido, tanto a la fuerte alteración 
morfológica de las células como a la localización excéntrica de los núcleos. En 
células fijadas 4 h después de retirar el inhibidor, se observó que el número de 
binucleadas se incrementaba hasta un 9,2%, frente al 4,3%, que presentan los 
controles. Estos valores se mantenían a las 24 h de retirar la CD. 
Respecto al índice mitótico, se vio un descenso de éste respecto a los 
controles, en las células incubadas con CD y fijadas inmediatamente después 
de retirar el inhibidor, aunque se recupera rápidamente, presentando a las 4 h 





(%) ± DE 
Binucleadas (%) 
± DE 
Control 2,67 ± 0,32 4,34 ± 1,2 
CD 2 h + 0 h 1,36 ± 0,21 ---------- 
CD 2 h + 4 h 2,83 ± 0,37 9,26 ± 1,73 
CD 2 h + 24 h 2,59 ± 0,41 8,28 ± 1,45 
 
 
También se realizaron recuentos para determinar el número de células 
binucleadas y el índice mitótico después de 25 h de incubación con CD (tabla 
3). En cuanto al número de células binucleadas, no fue posible tampoco 
realizar un recuento inmediatamente después de la incubación con CD, pero 
si se realizó tanto a las 24 h como a las 48 h después de finalizar los 






Tabla 3. Índice mitótico y porcentaje de binucleación en células 
A-549, incubadas en presencia de CD durante 25 h y 
procesadas a distintos tiempos después  del tratamiento.  
Los datos obtenidos representan la media de tres experimentos 
distintos ± la desviación estándar (DE). En cada muestra 
experimental se contaron un mínimo de 3000 células. 
tratamientos, apreciándose un incremento del número de células binucleadas 
de un 61% después de 24 h y un 71% a las 48 h. Por otro lado, en las muestras 
fijadas inmediatamente después de retirar la CD, también se observa un 
descenso del índice mitótico respecto a los controles. Este descenso se 





(%) ± DE 
Binucleadas (%) 
± DE 
Control 2,67 ± 0,32 4,34 ± 1,2 
CD 25 h + 0 h 1,59 ± 0,31 ----------- 
CD 25 h + 24 h 1,48 ± 0,26 61,32 ± 4,92 
CD 25 h + 48 h 1,06 ± 0,22 71,50 ± 6,08 
 
 
2.3.4. Tratamientos fotodinámicos con ZnPc en presencia de inhibidores de la 
endocitosis  
2.3.4.1. Supervivencia celular 
En la figura 8 podemos ver el efecto de los distintos inhibidores en la 
fotoinactivación celular producida por ZnPc. Los tratamientos fotodinámicos 
con ZnPc-lip (Fig. 8A), muestran que solo el Dyn es capaz de inhibir la 
internalización del FS. Las células incubadas durante 1 h con ZnPc en presencia 
de este inhibidor, presentan una inactivación celular del 20%, frente al 100% 
causado por la ZnPc sola. Con tratamientos fotodinámicos después de 3 h de 
incubación, las células tratadas con ZnPc-lip+Dyn presentan una mortalidad 
celular del 70%, frente al 100% que se obtiene en los tratamientos con ZnPc en 
ausencia del Dyn. Finalmente, tras 24 h de incubación con el FS, no se 
observan diferencias entre la supervivencia de las células tratadas solo con 
ZnPc-lip o con ZnPc-lip+Dyn, produciéndose en ambos casos una inactivación 
total de los cultivos. Esto indica que la eficacia inhibitoria del Dyn decae según 






Figura 8. Supervivencia de las células A-549, tratadas con ZnPc sola o en presencia de 
los distintos inhibidores, durante diferentes tiempos e irradiadas posteriormente. A: 
células tratadas con ZnPc-lip. B: células tratadas con ZnPc-DMF. Los datos corresponden 
a la media y la DE de tres experimentos independientes. 
incrementamos el tiempo de incubación. El resto de inhibidores no parecen 
afectar a la internalización de ZnPc-lip, en ninguno de los tiempos estudiados. 
Los tratamientos fotodinámicos con ZnPc-DMF durante 3h de incubación (Fig. 
8B) en presencia de Dyn, CD y Gen resultan sensiblemente menos eficaces. 
Mientras la ZnPc reduce la viabilidad celular en un 80%, en presencia de estos 
inhibidores el porcentaje de células inactivadas es mucho menor: 30% en 
presencia de Dyn o Gen, y 50% con CD. Por el contrario, la presencia MβCD 
incrementa la proporción de células muertas, causando una inactivación total 
de los cultivos. En las células incubadas durante 24 h con ZnPc-DMF, 
observamos que el Dyn, la CD y la Gen mantenían su capacidad de inhibir 
significativamente el efecto fotodinámico de la ZnPc. Por el contrario, los 
tratamientos fotodinámicos en presencia de MβCD durante 24h, producían de 
nuevo una inactivación total de los cultivos. 
En ausencia de irradiación, los valores de supervivencia celular obtenidos con 
los tratamientos con ZnPc en presencia de los inhibidores, eran iguales a los 
obtenidos en los tratamientos con los inhibidores en ausencia del FS.  
2.3.4.2. Morfología nuclear 
En la figura 9, podemos observar la morfología de las células sometidas a 
tratamientos fotodinámicos con ZnPc-lip en presencia de los distintos 
inhibidores. Las células tratadas con ZnPc-lip en presencia de estos inhibidores, 
no ocasionaron variaciones en la morfología nuclear con respecto a la 






Figura 9. Células A-549 fijadas 24 h después de los tratamientos fotodinámicos y 
procesadas con H-33258. A: células control. B: células incubadas 1 h con Dyn y 3 h 
con ZnPc-lip+Dyn. C: células incubadas 1 h con Dyn y 24 h con ZnPc-lip+Dyn. Barra 
de escala: 20 µm.  
producida con los tratamientos fotodinámicos en su ausencia, con excepción 
del Dyn y la CD.  
Los tratamientos con ZnPc-lip durante 1 h en presencia del Dyn presentan una 
morfología nuclear idéntica a la de las células control (Fig. 9A), pero en los 
tratamientos de 3 h se reduce la densidad celular y aparecen algunos núcleos 
apoptóticos, aunque la mayoría de las células no presenta alteraciones 
nucleares (Fig. 9B). Esta alteración es la misma que se produce cuando se 
incuba con el Dyn en ausencia de tratamientos fotodinámicos. Los 
tratamientos de 24 h en presencia de Dyn producen una inactivación total de 
los cultivos por un proceso fundamentalmente necrótico (Fig. 9C).  
Por otra parte, en los tratamientos fotodinámicos de 1h con ZnPc-lip+CD, en 
presencia del inhibidor, la mayoría de las células presentan núcleos 
claramente necróticos, resultado idéntico al que ocasiona la ZnPc en ausencia 
de inhibidor. Los tratamientos con ZnPc-lip+CD, tanto con 3 como con 24 h de 
incubación, producen una inactivación generalizada por un proceso también 
de tipo necrótico, presentando una morfología distinta a la que se obtiene con 
esos mismos tratamientos en ausencia de CD. 
En el caso de los tratamientos fotodinámicos con ZnPc-DMF en presencia de 
Gen, CD o Dyn durante 3 o 24 h, las células presentan la misma morfología 
nuclear que las tratadas solo con los inhibidores. Finalmente, la presencia de 
MβCD, no altera el tipo de morfología nuclear producido por la ZnPc-DMF, 
independientemente del tiempo de incubación. 
 






Figura 10. Células A-549 observadas en microscopia de 
fluorescencia (UV) sin ningún procesamiento. A: células 
incubadas con Gen 1 h más 24 h con ZnPc-lip+Gen. B: 
células incubadas con Dyn 1 h más 3 h con ZnPc-lip+Dyn. 
C: células incubadas 1 h con Dyn y 24 h con ZnPc-lip+Dyn. 
D: células incubadas 1 h con CD más 24 h con ZnPc-
lip+CD. Barra de escala: 20 µm.  
2.3.4.3. Localización subcelular 
En la figura 10 podemos observar el efecto de los inhibidores sobre la 
localización subcelular de la ZnPc-lip. La Gen y la MβCD no afectan a la 
internalización del FS, tanto con 3 como con 24 h de incubación con el FS, 
observándose en ambos casos la fluorescencia roja de la ZnPc en posición 
perinuclear (Fig. 10A).  
Con los tratamientos de 3 h de incubación en presencia de Dyn (Fig. 10B), es 
posible observar cierta fluorescencia roja en el interior celular, si bien dicha 
emisión es más tenue y difusa que en células tratadas solo con ZnPc-lip. Con 24 
h de incubación (Fig. 10C), el FS se puede localizar en el interior celular, lo que 
confirma que el inhibidor no es eficaz a tiempos largos de incubación. Las 
muestras tratadas con ZnPc-lip+CD durante 3 o 24 h (Fig. 10D), presentan en su 
citoplasma la fluorescencia roja del FS, aunque la fuerte alteración de la 





















Fig. 11 Células A-549 observadas sin ningún tipo de 
procesamiento. A: células incubadas con ZnPc-DMF 1 µM 
durante 24 h, observadas en microscopia de 
fluorescencia (UV).  B: las mismas células observadas en 
campo claro. C: células incubadas con Gen 1h y 24 h más 
con ZnPc-DMF+Gen, observadas en microscopia de 
fluorescencia (UV). D: el mismo campo observado en 
campo claro. Barra de escala: 20 µm.  
Las células incubadas con ZnPc-DMF durante 24 h, presentan la misma 
fluorescencia perinuclear anteriormente descrita (Fig. 11A). Además, al 
observarlas en microscopia de campo claro, era posible ver agregados de FS 
de color azul en la periferia celular (Fig. 11B). En presencia de Dyn, CD o Gen, 
no era posible localizar el FS en el interior celular (Fig. 11C), aunque en campo 
claro podíamos ver los agregados de ZnPc sobre la membrana plasmática 
(Fig. 11D). Las células tratadas con MβCD mostraban la fluorescencia roja del 













































Tabla 4. Supervivencia de las células HeLa sometidas a los distintos tratamientos, tanto 
en presencia como en ausencia de irradiación. 
Los datos obtenidos representan la media y la desviación estándar (DE) de seis 
experimentos distintos. 
2.4. Resultados. Células HeLa 
2.4.1. Tratamientos fotodinámicos en ausencia de inhibidores 
2.4.1.1. Supervivencia celular 
Las variaciones en la supervivencia de las células HeLa, incubadas con ZnPc-lip 
o ZnPc-DMF durante distintos tiempos, se pueden observar en la Tabla 4. 
En ausencia de irradiación, las incubaciones durante 1 y 3 h, tanto con ZnPc-lip 
como con ZnPc-DMF, no afectan de forma significativa a la viabilidad celular. 
Por el contrario, las incubaciones durante 24 h con ZnPc en ambos vehículos, 
reducen la viabilidad celular alrededor de un  15%. 
Cuando las células incubadas 3 h con ZnPc-DMF, se irradiaron durante 10 
minutos, la supervivencia celular no se veía alterada de forma significativa. Por 
el contrario, las células incubadas con ZnPc-DMF durante 24 h e irradiadas 
posteriormente, presentaban un descenso de la supervivencia de un 90% 
aproximadamente. Finalmente, las muestras tratadas con ZnPc-lip durante 1, 3 
o 24 h, sufrían una reducción de la supervivencia cercana al 100%.  
Tratamientos 







Control 100 3,42 100 3,72 
ZnPc-lip 1h 99,49 4,65 8,07 4,64 
ZnPc-lip 3h 98,61 2,91 4,28 4,37 
ZnPc-lip 24 h 84,83 4,15 2,7 4,51 
ZnPc-DMF 3 h 99,15 5,30 91,56 3,39 
ZnPc-DMF 24 h 88,17 4,25 9,38 6,18 
 






Figura 12. Células HeLa fijadas 24 h después de los 
tratamientos y procesadas con H-33258. A: células control. B: 
células tratadas con ZnPc-lip 1 µM durante 1 h e irradiadas 10 
min. C: células tratadas con ZnPc-lip 1 µM durante 3 h e 
irradiadas 10 min. D: células incubadas ZnPc-DMF 1 µM 
durante 24 h e irradiadas 10 min. Barra de escala: 20 µm.  
2.4.1.2. Morfología nuclear 
Para caracterizar los cambios producidos en la morfología nuclear, las células 
se procesaron con H-33258 24 h después de irradiar. Los resultados se muestran 
en la figura 12. En ausencia de irradiación, ninguno de los tratamientos 
provocaba cambios morfológicos significativos, presentando las células una 
morfología equivalente a la de las células control (Fig. 12A).  
Por el contrario, tras 10 min de irradiación, las células tratadas con ZnPc-lip 
durante 1 h (Fig. 12B), sufrían una inactivación total por un proceso de tipo 
necrótico. Las células tratadas con ZnPc-lip durante 3 y 24 h, presentaban unos 
núcleos con la cromatina muy condensada formando gránulos, así como una 
envoltura nuclear aparentemente intacta (Fig. 12C). Esta morfología 
corresponde con un proceso de necrosis regulada, tal como vimos en el 
capitulo anterior. Las células tratadas con ZnPc-DMF 3 h presentaban un 
aspecto idéntico al de los controles, mientras que las incubadas durante 24 h 
con ZnPc-DMF (Fig. 12D) presentaban núcleos necróticos, apoptóticos y 











              
 






Figura 13. Células HeLa observadas en microscopia de fluorescencia, bajo excitación 
con luz UV, sin ningún procesamiento. A: células control. B: células incubadas con ZnPc-
lip 1 µM durante 24 h. C: células incubadas con ZnPc-DMF 1 µM durante 24 h. Barra de 
escala: 20 µm.  
2.4.1.3. Localización subcelular 
También se estudió la localización subcelular del FS después de los distintos 
tiempos de incubación. Los resultados se muestran en la figura 13. En las 
células incubadas con ZnPc-lip 1 h, o con ZnPc-DMF durante 3 h, no era posible 
localizar el FS en el interior celular. Estas células presentaban una morfología 
similar a la de los controles (Fig. 13A), observándose únicamente la 
autofluorescencia azul de la mitocondrias. Por el contrario, las células 
incubadas con ZnPc-lip durante 3 o 24 h, presentaban la fluorescencia roja del 
FS en posición perinuclear (Fig. 13B).  
En las células incubadas con ZnPc-DMF durante 24 h, también era posible 
detectar en su interior la fluorescencia roja de la ZnPc, aunque en este caso la 
localización era citoplasmática y difusa, existiendo cierta colocalización con 
las mitocondrias en algunos casos (Fig. 13C).  
Dado que los tratamientos con ZnPc-DMF durante 3 h no alteraban la 
supervivencia ni la morfología celular, y no era posible localizar el FS en el 
interior celular, se descartó esta condición experimental para pruebas 
sucesivas.  
2.4.2. Tratamientos con inhibidores de la endocitosis 
2.4.2.1. Supervivencia celular 
En la figura 14 podemos observar el efecto que producen los distintos 
inhibidores de la endocitosis en la supervivencia de las células HeLa.  
Cuando se incubaban las células durante 2 h, ninguno de ellos reducía 
significativamente la supervivencia celular, que se mantiene en todos los casos 






Figura 14. Supervivencia de las células HeLa, incubadas 
con los distintos inhibidores durante diferentes tiempos. 
Los datos corresponden a la media y la DE de tres 
experimentos independientes.  
entre el 85% y el 100%. Con tratamientos de 4 h de incubación, los resultados 
obtenidos son similares a los observados con 2 h de incubación. Las células 
incubadas durante 25 h con cualquiera de los inhibidores, sufrían un descenso 
moderado de la supervivencia celular, entre el 25 y el 35%. 
Cuando los cultivos celulares se irradiaban bajo las mismas condiciones 
experimentales los resultados eran idénticos, lo que indica que ninguno de los 
inhibidores empleados en el estudio presenta actividad fotodinámica bajo 












2.4.2.2. Morfología nuclear 
La observación de la morfología nuclear de las células tratadas con los 
inhibidores y teñidas con H-33258 24 h después de los tratamientos (Fig. 15), 
mostró que en ninguna de las condiciones experimentales, ni la Gen ni la 
MβCD afectaban la morfología nuclear, que permanecía idéntica a la de las 
células control (Fig. 15A).  






Figura 15. Células HeLa fijadas 24 h después de los tratamientos y procesadas con H-
33258. A: células control. B: células incubadas con CD 5µg/ml durante 25 h. C: 
células incubadas con Dyn 40 µM durante 25 h. Barra de escala: 20 µm. 
Las células tratadas con CD (Fig. 15B) sufren una binucleación proporcional al 
tiempo de incubación. Este comportamiento es análogo al descrito 
anteriormente en células A-549 tratadas con este mismo inhibidor. Las 
incubaciones con Dyn durante 2 y 4 h, no alteraban la morfología nuclear, 
pero con incubaciones de 25 h (Fig. 15C), se podía observar un ligero 
descenso de la densidad celular, con presencia de algunos núcleos 
apoptóticos y necróticos. 
2.4.3. Tratamientos fotodinámicos en presencia de inhibidores de la endocitosis  
2.4.3.1. Supervivencia celular 
En la figura 16 podemos ver el efecto de los distintos inhibidores en la 
fotoinactivación celular producida por ZnPc. Los ensayos de supervivencia, 
realizados 24 h después de los tratamientos fotodinámicos con ZnPc-lip en 
presencia de los inhibidores (Fig. 16A), muestran que solo el Dyn es capaz de 
inhibir la internalización del FS. En células incubadas durante 1 h con ZnPc-lip 
en presencia de este inhibidor, se observa una reducción de la supervivencia 
celular en un 25%, frente al 95% causado por la ZnPc sola. Con tratamientos 
fotodinámicos después de 3 h de incubación, las células incubadas con ZnPc-
lip+Dyn presentan un descenso en la supervivencia de un 75%, frente al 100% 
que se obtiene en los tratamientos con ZnPc en ausencia del Dyn. Finalmente, 
después de 24 h de incubación con el FS, no se observan diferencias entre la 
supervivencia de las células tratadas con ZnPc en ausencia o en presencia de 
Dyn, produciéndose en ambos casos una inactivación total de los cultivos. Esto 
indica que la eficacia del Dyn decae según incrementamos el tiempo de 






Figura 16. Supervivencia de las células HeLa, tratadas con ZnPc sola o en 
presencia de los distintos inhibidores e irradiadas posteriormente. A: células 
tratadas con ZnPc-lip durante diferentes tiempos. B: células tratadas con ZnPc-
DMF durante 24 h. Los datos corresponden a la media y la DE de tres 
experimentos independientes.  
incubación. El resto de inhibidores no parecen afectar a la internalización de 
ZnPc-lip a ninguno de los tiempos estudiados. 
Los tratamientos fotodinámicos de 24 h de incubación con ZnPc-DMF (Fig. 16B), 
en presencia de Dyn y MβCD resultan significativamente menos eficaces. 
Mientras los tratamientos solo con el FS reducían la viabilidad celular hasta un 
90%, en presencia de estos inhibidores la inactivación celular era de un 60% en 
ambos casos. Por el contrario, la presencia de CD o Gen no reducía la 
fotoxicidad causada por la ZnPc, observándose una inactivación de los 
cultivos cercana al 100%.   
En ausencia de irradiación, los valores de supervivencia celular obtenidos con 
los tratamientos con ZnPc en presencia de los inhibidores, eran iguales a los 
obtenidos en los tratamientos con los inhibidores en ausencia del FS.  
2.4.3.2. Morfología nuclear 
Las células tratadas con ZnPc-lip en presencia de los distintos inhibidores e 
irradiadas, no ocasionaron variaciones en la morfología nuclear, con respecto 
a la producida con los tratamientos fotodinámicos en ausencia de esos 
inhibidores, exceptuando los tratamientos en presencia de Dyn y CD (Fig. 17).  
Los tratamientos con ZnPc-lip durante 1 h en presencia del Dyn (Fig. 17B) 
presentan una morfología nuclear idéntica a la de las células control (Fig. 17A), 
aunque era posible encontrar algunos núcleos apoptóticos, pero en los 






Figura 17. Células HeLa fijadas 24 h después de los 
tratamientos fotodinámicos y procesadas con H-33258. A: 
células control. B: células incubadas 1 h con Dyn y 1 h con 
ZnPc-lip+Dyn. C: células incubadas 1 h con Dyn y 3 h con 
ZnPc-lip+Dyn. D: células incubadas 1 h con CD y 3 h con 
ZnPc-lip+CD Barra de escala: 20 µm. 
tratamientos de 3 h de incubación con el FS, se observa una inactivación 
celular generalizada, presentando los núcleos una morfología 
predominantemente necrótica (Fig. 17C).  
Los tratamientos de 24 h en presencia de Dyn, producen una inactivación total 
de los cultivos por un mecanismo también necrótico. Las incubaciones con 
ZnPc en presencia de CD producen también binucleación en los cultivos, que 
como ya se ha comentado, es proporcional al tiempo de incubación. Los 
tratamientos fotodinámicos de 1h o 24 h en presencia de éste inhibidor, 
producen la muerte celular por un proceso idéntico al observado con la ZnPc 
en ausencia de inhibidor. Por el contrario, las células tratadas con ZnPc-lip+CD 
durante 3 h, muestran una morfología mixta, encontrando células tanto 













Por otra parte, los tratamientos fotodinámicos con ZnPc-DMF en presencia de 
Dyn (Fig. 18C) o MβCD (Fig. 18D) durante 24 h, producen una inactivación 
parcial de los cultivos, encontrando tanto células vivas, con una morfología 
similar a la de los controles (Fig. 18A), como células con morfología necrótica. 
Por el contrario los tratamientos fotodinámicos en presencia de CD o Gen, 






Figura 18. Células HeLa fijadas 24 h después de los 
tratamientos fotodinámicos y procesadas con H-33258. A: 
células control. B: células incubadas con ZnPc-DMF 24 h. C: 
células incubadas 1 h con Dyn y 24 h con ZnPc-DMF+Dyn. 
D: células incubadas 1 h con MβCD y 24 h con ZnPc-
DMF+MβCD Barra de escala: 20 µm.  















2.4.3.3. Localización subcelular 
En la figura 19 podemos observar el efecto de los distintos inhibidores sobre la 
localización subcelular de la ZnPc-lip. La Gen y la MβCD no afectan a la 
internalización del FS, tanto con 3 como con 24 h de incubación, 
observándose en ambos casos la fluorescencia roja del FS en posición 
perinuclear (Fig. 19A). En presencia de Dyn, con 3 h de incubación (Fig. 19B) es 
posible observar cierta fluorescencia rojiza en el interior celular, si bien dicha 
emisión es más tenue y difusa que en células tratadas solo con ZnPc-lip. A las 
24 h de incubación (Fig. 19C), el FS se puede localizar en el interior celular en 
posición perinuclear y adherido a la membrana, lo que confirma que el 
inhibidor no es eficaz a tiempos largos de incubación. Las células tratadas con 
ZnPc-lip+CD durante 3 o 24 h (Fig. 19D), presentan en su citoplasma la 
fluorescencia roja del FS, aunque la fuerte alteración de la morfología celular 
producida por la CD, impide determinar con exactitud donde se localiza el FS. 






Figura 19. Células HeLa observadas en microscopia de 
fluorescencia (UV), sin ningún procesamiento. A: células 
incubadas con MβCD 1 h más 24 h con ZnPc-lip+ MβCD. B: 
células incubadas con Dyn 1 h más 3 h con ZnPc-lip+Dyn. 
C: células incubadas 1 h con Dyn y 24 h con ZnPc-lip+Dyn. 
D: células incubadas 1 h con CD más 24 h con ZnPc-
lip+CD. Barra de escala: 20 µm. 
Figura 20. Células HeLa observadas en microscopia de fluorescencia (UV), sin ningún 
procesamiento. A: células incubadas con Gen 1 h más 24 h con ZnPc-DMF+Gen. B: 
incubadas 1 h con CD más 24 h con ZnPc-DMF+CD. C: células incubadas con MβCD 













En las células incubadas con ZnPc-DMF en presencia de Gen (Fig. 20A) o CD 
(Fig. 20B) se podía distinguir en su interior la fluorescencia roja del FS, localizada 
difusamente por el citoplasma. Por el contrario, en presencia de Dyn o MβCD 
(Fig. 20C), es posible localizar el FS en el interior celular, aunque en menor 



































El estudio de los mecanismos de internalización de drogas con potencial 
terapéutico resulta de gran importancia para mejorar la eficacia y 
especificidad de los tratamientos (Bareford y Swaan, 2007). Se considera que 
la mayoría de los compuestos de tamaño nanomolecular, penetran en las 
células por un proceso de tipo endocítico, aunque en la mayoría de los casos 
el mecanismo preciso por el que se produce esta entrada no se conoce. Esto 
ha llevado a que en los últimos años, numerosos trabajos hayan tratado de 
determinar la ruta de internalización de moléculas de diversa naturaleza, tales 
como drogas terapéuticas, nanopartículas, vectores o incluso microorganismos 
(Arsianti y col, 2010; Heikkila y col, 2010; Hsu y col, 2012; Zhang y col, 2012).  
Conocer el mecanismo de penetración de una sustancia en el interior celular 
es importante para la aplicación biomédica del compuesto, ya que la 
identificación de la vía de entrada de un fármaco puede ayudar a predecir su 
localización intracelular y a entender mejor como actúa, además de permitir 
un control más preciso de la dosis aplicada (Bareford y Swaan, 2007). Este 
conocimiento nos puede permite dirigir el compuesto hacia los lisosomas, en el 
caso de tratamientos que requieren de un entorno ácido para activarse, 
como ocurre con el fotosensibilizante triacetoximetil éster de clorina e6 (Kessel 
y Poretz, 2000) o con los tratamientos de enfermedades asociadas a los 
lisosomas (Bareford y Swaan, 2007). Por otro lado se puede evitar la ruta 
degradativa de los lisosomas, dirigiendo los compuestos hacia otros orgánulos 
tales como el aparato de Golgi o el retículo endoplasmático, lo que requiere 
su entrada mediante endocitosis mediada por caveolina. Esta es la ruta más 
adecuada para aquellos compuestos sensibles a la acción enzimática de los 
lisosomas (Jones y col, 2007). 
En el campo de la TFD, es especialmente importante conocer la localización 
del FS, puesto que existe una relación directa entre localización subcelular y 
efecto fotodinámico, debido a la corta vida media del 1O2 y su escasa 
capacidad de difusión. (Moan y Berg, 1991). Por lo tanto, en función del 
mecanismo de internalización puede variar la localización subcelular del FS, lo 






que determina la diana primaria de la TFD (Villanueva y col, 2003; Cañete y 
col, 2009). 
Sin embargo, el estudio de los mecanismos de internalización es complejo 
debido a la gran cantidad de variables que afectan a la endocitosis. Factores 
tales como la naturaleza química del compuesto, su mecanismo de 
vehiculización o la línea celular, pueden influir en el proceso de endocitosis 
(Hillaireau y Couvreur 2009; McMahon y Boucrot 2011).  
En este trabajo hemos estudiado la influencia del vehículo y de la línea celular, 
en la internalización del fotosensibilizante ZnPc. Este FS se ha administrado a las 
células en dos condiciones experimentales distintas, disuelto en DMF o incluido 
en liposomas, utilizando como material experimental dos líneas celulares 
diferentes, A-549 y HeLa. Para caracterizar los procesos de endocitosis que se 
producen en las distintas condiciones experimentales, hemos utilizado distintos 
inhibidores de los mecanismos endocíticos, y se ha valorado el efecto que 
éstos producían en la supervivencia celular, en la morfología nuclear y en la 
localización intracelular del FS, comparando los resultados con los obtenidos 
utilizando las mismas condiciones experimentales en ausencia de los 
inhibidores. 
Los inhibidores de la endocitosis son moléculas de distinta naturaleza, capaces 
de interferir con diversos elementos de la maquinaria endocítica, bloqueando 
de forma específica una o más de estas vías. Sin embargo, a la hora de 
utilizarlos es necesario tener en cuenta una serie de variables. Por un lado, 
algunos de los inhibidores, deben administrase en ausencia de suero, puesto 
que éste bloquea su efecto (Kirchhausen y col, 2008), por lo que hay que 
evaluar previamente que efecto tiene dicha privación de suero sobre la 
viabilidad celular. Por otra parte, bajo determinadas condiciones 
experimentales algunos de los inhibidores, producen cierta toxicidad 
(Vercauteren y col, 2010), por lo que hay que diseñar los protocolos 
experimentales teniendo en cuenta este hecho. Además, está descrito que 
cuando una ruta endocítica se inhibe, las células pueden reaccionar 
activando otras rutas endocíticas alternativas, especialmente cuando los 
tratamientos son prolongados (Harush-Frenkel y col, 2007). Por tanto, los 






resultados experimentales parciales no son decisivos a la hora de extraer 
conclusiones, siendo necesaria una valoración global para  poder interpretar 
los resultados. 
2.5.1. Dynasore (Dyn) 
El Dyn es una pequeña molécula que interfiere con la actividad de la 
dinamina (Macia y col, 2006; Kirchhausen y col, 2008), una GTPasa implicada 
en diversos procesos endocíticos, tales como la endocitosis mediada por 
clatrina y endocitosis dependiente de caveolinas (Henley y col, 1998; Kumari y 
col, 2010), así como en algunos tipos de endocitosis independiente de ambas 
(Sandvig y col, 2011). Al bloquear la actividad de la dinamina, el Dyn inhibe 
todas las vías endocíticas que dependen de esta molécula, quedando las 
vesículas unidas a la membrana sin poder liberarse al citoplasma. El Dyn solo 
actúa sobre la dinamina 1, dinamina 2 y la dinamina mitocondrial (Drp 1) 
(Macia y col, 2006), pero no sobre otras GTPasas, lo que le convierte en una 
herramienta bastante específica para el estudio de la endocitosis.  
En células A-549, pudimos comprobar que el Dyn (80 µM) inhibe 
significativamente la entrada de la ZnPc-lip, cuando se incubaba con el FS 
durante 1 o 3 h, pero no resulta eficaz con incubaciones de 24 h, que 
presentan la misma inactivación fotodinámica en presencia o en ausencia del 
inhibidor. El análisis de la morfología nuclear de las células tratadas con el FS 
en presencia de Dyn, nos indica que la muerte que se produce tras 3 h de 
incubación no es la misma que en ausencia del inhibidor. En presencia del 
inhibidor, se pueden observar algunas células vivas, aunque la densidad 
celular es menor y es posible encontrar núcleos con morfología apoptótica, lo 
que se corresponde más con las morfologías que ocasiona el Dyn solo, que 
con la necrosis regulada que se produce con los tratamientos fotodinámicos 
en ausencia del inhibidor. Pensamos que en este caso la letalidad se produce 
por un efecto sumatorio de la toxicidad del Dyn y de la toxicidad del FS, que 
aunque en menor cantidad, puede penetrar en las células, como confirman 
las observaciones en microscopia de fluorescencia. En el caso de las 
incubaciones con el FS en presencia de Dyn durante 24 horas, la morfología 
que se obtiene es claramente necrótica, lo que indica que también aquí se 






sumaría el efecto del Dyn con el daño que produce el FS, que se puede 
detectar también en el interior celular.  
Cuando se realizaron los tratamientos con ZnPc-DMF en presencia de Dyn, se 
observaba una inhibición significativa del efecto fotodinámico, encontrándose 
abundantes células vivas, aunque también podían observarse numerosos 
núcleos apoptóticos, de forma análoga a la descrita en tratamientos solo con 
Dyn. El descenso de la supervivencia podría deberse de nuevo al efecto 
sumatorio de la toxicidad del inhibidor y la ZnPc, sin descartar que la droga 
acumulada en el exterior celular formando agregados, pueda fotoinactivar las 
células desde el exterior, ya que no es posible detectar la fluorescencia de la 
ZnPc en el interior celular, pero si agregados de la droga en la membrana 
plasmática de las células.  
En células HeLa, el Dyn utilizado a una concentración 80 µM, como en el caso 
anterior, provocaba una elevada toxicidad tanto con 4 h como con 25 h de 
incubación, lo que impedía utilizar esas condiciones experimentales, por lo que 
su concentración se redujo a la mitad (40 µM). Está descrito que a esta 
concentración, el Dyn es capaz de inhibir la actividad GTPasa de la dinamina 
de forma eficaz (Macia y col, 2006). Bajo estas condiciones experimentales, la 
supervivencia y morfología de las células HeLa incubadas con Dyn 2 y 4 h,  
eran prácticamente igual a la de los controles, mientras que con 25 h de 
incubación, se observaba un descenso de la viabilidad del 30%, 
encontrándose en los preparados algunas células apoptóticas. Al igual que en 
células A-549, pudimos comprobar que el Dyn era también capaz de inhibir la 
entrada de ZnPc-lip, aunque dicha inhibición es más eficaz con tiempos cortos 
de incubación. Con 1 h de incubación, la fotoxicidad de la ZnPc-lip en 
presencia de Dyn era solo de un 25%, presentando las células una morfología 
normal, aunque era posible encontrar algunos núcleos apoptóticos. Sin 
embargo, con 3 h de incubación las células tratadas con ZnPc-lip+Dyn sufrían 
un descenso de la viabilidad de un 75% aproximadamente, presentando una 
morfología principalmente necrótica. Al igual que en células A-549, este 
descenso de la supervivencia puede deberse al efecto sumatorio de la 
toxicidad de FS y del inhibidor. Con 24 h de incubación, las células tratadas 
con ZnPc-lip en presencia de Dyn sufrían una inactivación del 100%, 






presentando una morfología mayoritariamente necrótica. En cuanto a la 
localización subcelular, con 3 y 24 h de incubación se podía localizar el FS en 
el interior celular, aunque la intensidad de la fluorescencia era menor que 
cuando las incubaciones se realizaban en ausencia del inhibidor. Con 24 h de 
incubación, además podía observarse cierta cantidad de FS adherido a la 
membrana plasmática, lo que podría explicar el distinto tipo de muerte celular 
que se detecta en las tinciones con H-33258.  
Por otro lado, los resultados obtenidos en los experimentos con ZnPc-DMF en 
presencia de Dyn, también eran similares a los obtenidos en las células A-549. 
Las células HeLa tratadas con ZnPc-DMF durante 24 h en presencia del Dyn, 
mantenían una supervivencia del 40%. A nivel morfológico, las células 
presentaban distintas morfologías nucleares, observándose colonias dispersas 
de células vivas, rodeadas de células necróticas y apoptóticas. 
El conjunto de estos resultados apoyan que el Dyn inhibe la entrada de la ZnPc 
incluida en ambos vehículos, tanto en células A-549 como en células HeLa,  
pero el inhibidor pierde eficacia conforme se aumenta el tiempo de 
incubación con la droga. Por tanto, en todos los casos, el mecanismo de 
internalización sería dependiente de dinamina, lo que descartaría la 
macropinocitosis. 
2.5.2. Citocalasina (CD) 
La CD es un compuesto de origen fúngico, permeable a las células, que altera 
los filamentos de actina impidiendo el ensamblaje de los mismos, inhibiendo su 
actividad dinámica y ocasionando finalmente su desorganización. Dado que 
la actina interviene en diversos procesos endocíticos, la CD actúa como 
inhibidor de las vías dependientes de actina, tales como la macropinocitosis 
(Conner and Schmid, 2003), donde la polimerización de la actina es necesaria 
para dirigir la formación de la protrusión de la membrana, cuyo frente se 
volverá a fusionar con la misma,  formando el macropinosoma  (Amyere y col, 
2002). Por otro lado, se sabe que la actina también está implicada en la 
endocitosis mediada por caveolina, formando unos parches asociados a las 
invaginaciones de las caveolas, que se pueden observar en microscopía 
electrónica (Parton y col, 1994). Por lo tanto, dada la participación de los 






microfilamentos de actina en este proceso endocítico, la CD puede impedir la 
internalización de las caveolas (Fittipaldi y col, 2003; Zhang y col, 2009). 
Respecto a  la endocitosis mediada por clatrina, está descrito que en 
levaduras se produce la polimerización de la actina previamente a la 
invaginación inicial de la membrana, lo que indica que este proceso es 
necesario para la formación del endosoma (Kaksonen y col, 2003). Sin 
embargo, en mamíferos la polimerización de la actina es un proceso tardío, 
que ocurre después de la escisión de la vesícula de clatrina y por lo tanto, no 
influye en la internalización de las vesículas, aunque puede estar relacionada 
con el trafico de las mismas en el interior celular (Merrifield y col, 2005). Diversos 
estudios han confirmado que la CD y otros inhibidores de los microfilamentos 
de actina no son capaces de inhibir este proceso endocítico en células de 
mamífero (Fujimoto y col, 2000), lo que indica que en este caso, la 
polimerización de la actina no es imprescindible para la endocitosis 
dependiente de clatrina. 
En nuestras condiciones experimentales, observamos que las células tratadas 
con CD sufrían una binucleación proporcional al tiempo de incubación, si bien 
la morfología nuclear se mantenía bien conservada. Dado que los ensayos de 
supervivencia mostraban un descenso de la viabilidad, realizamos una serie de 
pruebas complementarias en las células A-549, para evaluar los efectos 
secundarios inducidos por la CD y que influencia podían tener sobre nuestros 
resultados.  
El procesamiento de las células con TRITC-faloidina mostró que las células 
tratadas con CD, tanto 2 como 25 h, y procesadas inmediatamente después 
de las incubaciones, presentaban una clara desorganización de los filamentos 
de actina, por lo que la morfología celular resultaba muy alterada, 
adquiriendo las células un aspecto estrellado. Sin embargo esta alteración es 
reversible a ambos tiempos, y las células se recuperan a las pocas horas de 
retirar el inhibidor, no observándose células muertas ni en suspensión, por lo 
que el descenso de la viabilidad celular antes descrito podría deberse a una 
parada en el ciclo celular, ocasionada por la CD.  






Se cuantificó el número de células binucleadas y el índice mitótico, en células 
incubadas 2 o 25 h con CD, mediante recuentos a distintos tiempos después 
de los tratamientos. Estos recuentos confirmaron que la presencia de CD 
inducía una binucleación generalizada de los cultivos, proporcional al tiempo 
de incubación con el inhibidor. Esto se debe a que la CD es también un 
inhibidor de la citocinesis, ya que la alteración de los microfilamentos de 
actina impide que se forme correctamente el anillo contráctil encargado de 
dividir la célula en dos (Haraguchi y col, 1997; O’Connell y col, 2001).  
Además, la evaluación del índice mitótico de las células tratadas con CD, 
permitió observar que éste se reducía en su presencia, siendo esta reducción 
proporcional al tiempo de incubación, ya que está descrito que este 
compuesto es capaz de detener el ciclo celular, en el paso de la fase G1 a S 
del ciclo celular (Rubtsova y col, 1998). 
Por tanto, en lo referente a los objetivos de nuestro trabajo, podemos afirmar 
que los tratamientos con CD, tanto con 2 como con 25 h de incubación, no 
inactivan los cultivos celulares y que la reducción en la supervivencia se debe 
probablemente a una parada del ciclo celular, que provoca que en las 
muestras tratadas con CD, el número de células sea menor respecto a los 
controles. 
Por otra parte, el efecto inhibidor de la CD en nuestras condiciones 
experimentales, se pudo comprobar en experimentos paralelos realizados por 
nuestro grupo de investigación, en los que se estudió el mecanismo de 
internalización de nanopartículas de magnetita recubiertas de dextrano 
aminado (NPs-AD) en células A-549 (Cañete y col, 2010). En ausencia de CD, 
estas NPs-AD son capaces de incorporarse a la célula, distribuyéndose de 
forma homogénea por el citoplasma y formando agregados de tamaño 
variable (Fig. 21A). Sin embargo, la presencia de la CD inhibía su 
internalización, observándose las NPs-AD sobre la membrana plasmática (Fig. 
21B). Por tanto, la CD a una concentración de 5 µg/ml es capaz de inhibir los 
procesos endocíticos en los que el citoesqueleto de actina está implicado. 
 






Figura 21. Células A-549 teñidas con azul de toluidina 
inmediatamente después de los tratamientos. A: células 
incubadas 24 h con NPs-AD, a una concentración 0,1 mg/ml. B: 
células incubadas 24 h con NPS-AD (0,1 mg/ml) en presencia de 









En las células A-549, la presencia de CD no altera el efecto fotodinámico de la 
ZnPc-lip, aunque modifica el tipo de muerte celular, que en este caso es 
claramente necrótico con todos los tiempos de incubación. Probablemente 
estos cambios en la morfología nuclear, con respecto a la necrosis regulada 
que se observa después de los tratamientos en ausencia de inhibidor, se 
deban a una localización distinta del FS, que aunque es capaz de penetrar en 
las células en presencia del inhibidor, como se observa en microscopia de 
fluorescencia, no puede seguir un tráfico intracelular normal, debido a la 
alteración de los microfilamentos de actina. Por el contrario en el caso de la 
ZnPc-DMF, la actina inhibe significativamente el efecto fotodinámico del FS, 
tanto con 3 como con 24 h de incubación, obteniéndose la misma morfología 
nuclear que cuando se incuban las células con el inhibidor solo en ausencia 
de ZnPc. Además, después de 24 de incubación en presencia de CD, no es 
posible detectar la fluorescencia del FS en el interior celular.  
Las células HeLa incubadas en presencia de ZnPc-lip+CD, presentaban una 
supervivencia idéntica a la obtenida con los tratamientos en ausencia de 
inhibidores. En las células sometidas a tratamientos fotodinámicos de 3 h de 
incubación con el FS en presencia del inhibidor, se observa un cambio en el 
mecanismo de muerte, que pasa a ser principalmente necrótico, aunque las 
células tratadas con ZnPc-lip+CD durante 24 h y posteriormente irradiadas, 
vuelven a presentar la morfología propia de la necrosis regulada producida 






por los tratamientos en ausencia  de CD, lo que constituye una respuesta 
diferencial respecto a las células A-549.  
Por otra parte, la CD no inhibe la internalización de la ZnPc-DMF, por lo que en 
presencia de este inhibidor se produce una inactivación total de los cultivos, 
idéntica a la que se origina en los tratamientos fotodinámicos en ausencia de 
inhibidores, presentando las células morfologías nucleares equivalentes. 
Tampoco se observaban variaciones en la localización subcelular del FS. 
De estos resultados se deduce que la CD no inhibe la endocitosis de la ZnPc-lip 
en ambos tipos celulares, lo que descartaría la macropinocitosis y la 
endocitosis mediada por caveolinas como mecanismo de internalización. En el 
caso del FS disuelto en DMF, la CD solo afecta su internalización en células A-
549, que probablemente sería a través de un mecanismo endocítico 
dependiente de caveolinas. 
2.5.3. Genisteina (Gen)  
La Gen es un compuesto de la familia de las isoflavonas, que actúa como 
inhibidor de las tirosina-kinasas implicadas en la endocitosis mediada por 
caveolina (Vercauteren y col, 2010). Durante la endocitosis mediada por 
caveolina, ante la presencia de determinados ligandos, se produce una 
activación de tirosina-kinasas de la familia Src, las cuales fosforilan cav-1, que 
induce una cascada de señales que resultan en la internalización del ligando 
(Damm y col, 2005). La Gen, al inhibir estas tirosina-kinasas, bloquea la 
endocitosis mediada por caveolinas. 
Las células A-549 incubadas con ZnPc-lip, durante 1, 3 y 24 h en presencia de 
Gen, no presentaba diferencias en la supervivencia, morfología o localización, 
con respecto al tratamiento con el FS en ausencia de inhibidores. 
En el caso de los tratamientos con ZnPc-DMF en presencia de Gen, se 
observaba una reducción del efecto fotodinámico del FS y una morfología 
celular equivalente a la descrita para los tratamientos solo con el inhibidor. 
Tampoco era posible localizar el FS mediante microscopía de fluorescencia, 
pero si en campo claro, donde se observaban acúmulos de ZnPc adheridos a 
la membrana plasmática. 






Las células HeLa sometidas a tratamientos fotodinámicos con ZnPc-lip en 
presencia de Gen, tampoco mostraban diferencias ni en la supervivencia 
celular, ni el mecanismo de muerte, ni en la localización subcelular, con 
respecto a los mismos tratamientos realizados en ausencia del inhibidor. 
Los tratamientos fotodinámicos llevados a cabo con ZnPc-DMF en presencia 
de Gen,  mostraron que no había inhibición de la internalización del FS, 
produciéndose una inactivación total de los cultivos. Además, la localización 
del FS y la morfología nuclear después de los tratamientos, eran equiparables a 
los obtenidos con los mismos tratamientos fotodinámicos en ausencia de este 
inhibidor. 
Del conjunto de estos resultados se desprende, que la ZnPc-lip no penetra en 
ninguna de las dos líneas celulares por un mecanismo dependiente de 
caveolina, pero cuando la droga se vehiculiza en DMF, aparecen diferencias 
según la línea celular, de manera que en células A-549, los resultados indican 
que el FS se internaliza mediante endocitosis dependiente de caveolina, 
mientras que no lo hace por este mecanismo en el caso de las células HeLa. 
Todos estos resultados confirman los obtenidos anteriormente con la CD. 
2.5.4. Metil-β-ciclodextrina (MβCD) 
La MβCD es un oligosacárido cíclico, que posee la capacidad de extraer el 
colesterol de las células en cultivo (Li y col, 2008). El colesterol es el principal 
componente de las “balsas lipídicas”, implicadas en diversos mecanismos de 
internalización independientes de caveolina y clatrina. Se ha visto que en 
células en las que la endocitosis mediada por clatrina y caveolina está 
bloqueada, se producen procesos de endocitosis dependientes de colesterol 
e independientes de dinamina y por tanto de clatrina y caveolina. Este es el 
caso de la internalización del virus SV40 en células KO para cav-1 (Damm y col, 
2005). Por tanto, al extraer el colesterol, se inhiben las vías endocíticas 
asociadas a balsas lipídicas. 
En células A-549, la MβCD no inhibe la entrada del fotosensibilizante, ni altera 
su localización subcelular, en ninguna de las condiciones experimentales 
utilizadas en este estudio, tanto si administrábamos la droga incluida en 
liposomas, como disuelta en DMF. 






En células Hela, la MβCD tampoco altera la entrada del FS cuando se 
administra incluido en liposomas, pero el efecto de la ZnPc diluida en DMF se 
inhibe significativamente. La inactivación celular es de un 60%, frente al 90% 
que se produce en ausencia del inhibidor. Además, aunque con menor 
intensidad, se puede detectar la fluorescencia roja del FS en el interior celular.  
Por lo tanto, en las células A-549, no parece que haya internalización del FS por 
mecanismos endocíticos dependientes de balsas lipídicas, mientras en las 
células HeLa este mecanismo endocítico parece contribuir a la internalización 
de ZnPc cuando se administra disuelta en DMF. 
2.6. Conclusiones 
Los resultados de este trabajo apoyan la hipótesis de que el mecanismo de 
internalización de un compuesto, en este caso un fotosensibilizante, puede 
variar en función tanto de su sistema de vehiculización, como de la línea 
celular a la que se aplique. 
La ZnPc incluida en liposomas penetra en las dos líneas celulares estudiadas, 
por un mecanismo dependiente de clatrina, mientras que el FS vehiculizado en 
DMF, penetra por mecanismos distintos en función del tipo celular, siendo 
dependiente de caveolina en células A-549, e independiente de clatrina y 
caveolina en células HeLa.  
Cabe destacar que este trabajo es el primero de estas características 
realizado en el área de la terapia fotodinámica y los resultados obtenidos 
aportan un mejor conocimiento de los mecanismos de internalización de los 
agentes fotosensibilizantes, pudiendo servir como base para el desarrollo de 
nuevas estrategias que permitan aumentar y/o modular la eficacia de los 
tratamientos. 
En distintos tipos de terapias y especialmente en oncología, se requiere un 
elevado grado de especificidad para optimizar los resultados y personalizar los 
protocolos. En este sentido es de gran interés conocer el mecanismo de 
internalización de una droga, lo que puede permitir un mejor conocimiento de 
su acción terapéutica y el diseño de protocolos mejor dirigidos al objetivo que 
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1. Cultivos celulares 
Para los distintos experimentos se usaron dos líneas celulares distintas: A-549, 
procedentes de un adenocarcinoma pulmonar humano; y células HeLa, que 
derivan de un carcinoma cérvico-uterino humano.  
La línea A-549 fue establecida por Giard y col (1973). Estas células crecen en 
monocapa adheridas al sustrato y son utilizadas habitualmente como modelo 
in vitro para el estudio de células epiteliales alveolares de tipo II.  
En cuanto a las células HeLa, se trata de la primera línea celular establecida 
de la historia. Iniciada en 1951 por Gey (Scherer y col, 1953), también son el 
linaje celular más utilizado en investigación in vitro y han sido usadas para 
estudios sobre el cáncer, SIDA, toxicidad, mapeo genético y muchas otras 
investigaciones científicas.  
Ambos tipos celulares se cultivaron en Dulbecco´s modified Eagle´s medium 
(DMEM), un medio de cultivo compuesto por distintos aminoácidos, sales, 
glucosa y vitaminas. Además contiene rojo fenol como indicador de pH. El 
DMEN fue suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% (v/v), 50 
unidades/ml de penicilina, 50 μg/ml de estreptomicina y L-glutamina 0,2 M al 
1% (v/v), todos ellos suministrados por Gibco (UK).  
Las células se mantuvieron en un incubador (Steri-Cult 200, Hucoa-Erloss) con 
un 5% de CO2 y una temperatura de 37 0C. Para los distintos tratamientos las 
células se sembraron en placas de 24 pocillos (Falcon, USA) o de 6 pocillos 
(Corning, USA), directamente o sobre cubreobjetos. Los experimentos se 
llevaron a cabo cuando las células estaban en fase exponencial y en un 60-
70% de confluencia. 
2. ZnPc incluida en liposomas  
La ZnPc (Sigma-Aldrich, USA) se disolvió en piridina a una concentración de 0,5 
mg/ml. La inclusión de la droga en liposomas se realizó siguiendo el método de 
inyección de Ginevra y col, 1990: se disolvieron 10,5 mg de 
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC, Sigma-Aldrich) en 1 ml de etanol. Se tomaron 
0,735 ml de esta disolución y se mezclaron con 0,265 ml de ZnPc en piridina. De 
esta mezcla se tomaron 0,8 ml que se inyectaron lentamente en 10 ml de PBS 






estéril a una temperatura de 55 0C. Se dejó enfriar la muestra, se introdujo en 
membranas de diálisis (Medicell International Ltd., UK) y se dializó durante 4 h 
en PBS para eliminar los restos de piridina. Los liposomas con la ZnPc ya 
incorporada se filtraron a través de filtros Millipore® (0,22 μM de diámetro) y se 
diluyeron en DMEM, con o sin SFB, hasta alcanzar la concentración deseada. 
Los liposomas se utilizaron siempre en las 48 h posteriores a su preparación. 
3. ZnPc disuelta en DMF  
La ZnPc se disolvió en dimetilformamida (DMF, Panreac, España) a una 
concentración inicial de 1,19 x 10-3 M. Debido a la tendencia del 
fotosensibilizante a agregarse en DMF, antes de cada experimento esta 
solución madre se mantuvo sometida a agitación durante 24 h. Para realizar 
los tratamientos, la solución madre se diluyó en DMEM con o sin SFB, hasta 
alcanzar la concentración deseada.  
4. m-THPPo disuelto en DMSO 
El m-THPPo fue sintetizado por el grupo de Dr. Santiago Nonell siguiendo el 
procedimiento descrito en García-Díaz y col (2011).  
El temoceno, se disolvió en dimetilsulfóxido (DMSO, Panreac, España) a una 
concentración de 10-3 M. Para reducir la agregación del FS, antes de cada 
experimento esta solución madre se sometió a agitación durante 24 h. Para los 
tratamientos, el m-THPPo disuelto en DMSO se diluyó en DMEN sin SFB hasta 
alcanzar la concentración deseada. 
5. m-THPPo incluido en liposomas 
Los liposomas con el FS incluido fueron sintetizados, caracterizados y liofilizados 
por el grupo de la Dra. Mora (Soriano y col, 2013). 
Inmediatamente antes de los experimentos, los liposomas liofilizados se 
reconstituyeron añadiendo 2 ml de agua destilada, obteniendo una 
suspensión que se calentó 15 min a 60 0C y se sometió durante 30 min a ciclos 
de 30 seg de agitación y 30 seg de calentamiento. Esta suspensión se diluyó en 
DMEN sin suero hasta una concentración 10 µM de m-THPPo, se filtraron a 
través de filtros de 0,45 µm (Pall Corporation, USA) y de 0,22 µm (Millipore®), y 






se diluyó de nuevo en DMEN sin suero hasta alcanzar la concentración 
deseada para los experimentos.  
6. Localización subcelular  
En los estudios de localización celular, las células crecidas sobre cubreobjetos, 
se incubaron durante 3 o 24 h, con ZnPc incorporada en liposomas o disuelta 
en DMF (1 µM en todos los casos). En el caso del m-THPPo, las células se 
incubaron 24 h, con el FS incluido en liposomas (2 o 5 µM) o disuelto en DMSO 
(2, 5 o 10 µM). A continuación, las células se lavaron con PBS tres veces, se 
montaron en un portaobjetos y se observaron directamente en microscopía de 
fluorescencia bajo luz de excitación ultravioleta. 
7. Tinción de mitocondrias in vivo con Mitotracker® Green 
Se estudió la posible localización mitocondrial del m-THPPo-DMSO mediante el 
uso de la sonda Mitotracker® Green (Invitrogen, UK), que permite teñir in vivo 
estos orgánulos. Esta sonda es capaz de difundir pasivamente a través de la 
membrana plasmática y acumularse en las mitocondrias, gracias a su afinidad 
por los grupos tiol presentes en este orgánulo.  Este tipo de unión mantiene el 
fluorocromo unido a las mitocondrias, aunque se fijen las células os se sometan 
a otros tratamientos. Las células sobre los cubreobjetos, se incubaron en 
presencia de la sonda, a una concentración 50 nM, durante 30 min a 37 0C. A 
continuación, se lavaron tres veces con PBS, se incubaron 24 h en presencia 
del FS (10 µM), se lavaron tres veces más con PBS y se observaron directamente 
en el microscopio de fluorescencia con excitación azul. 
8. Tinción de lisosomas in vivo con Lysotracker® Green 
Para evaluar la posible colocalización del m-THPPo-lip con los lisosomas, las 
células crecidas en cubreobjetos se incubaron con el FS, a una concentración 
5 µM, durante 24 h. Después, se lavaron con PBS tres veces y se incubaron 
durante 30 min a 37 0C, con la sonda Lysotracker® Green (Invitrogen) diluida 
en DMEN sin suero a una concentración 50 nM. Finalmente, las células se 
lavaron tres veces más con PBS y se observaron directamente en el 
microscopio de fluorescencia con excitación azul. La sonda Lysotracker® 
Green consiste en un fluoróforo unido a una base débil, que a pH neutro solo 






está parcialmente protonada. El mecanismo por el cual se acumula 
específicamente en los lisosomas no se conoce con precisión, aunque parece 
que durante el proceso la sonda sufre un proceso de protonación y queda 
retenida en la membrana de estos orgánulos. Al igual que en el caso anterior, 
esta sonda permanece en el interior de los lisosomas aunque se fijen las células 
o se sometan a tratamientos posteriores. 
9. Tratamientos fotodinámicos 
Para los tratamientos con ZnPc, las células se incubaron 1, 3 o 24 h con el FS 
incluido en liposomas (1 µM), o bien durante 3 o 24 h con la ZnPc disuelta DMF 
(2 y 1 µM respectivamente).  
En los tratamientos con m-THPPo, las células se incubaron 24 h con el FS 
incorporado en liposomas (1, 2 o 5 µM) o disuelto en DMSO (1 o 2 µM).  
Después de las distintas incubaciones, las células se lavaron tres veces con PBS, 
se les añadió DMEM con un 10% de SFB y se irradiaron con luz roja durante 10 
min (tratamientos con ZnPc) o 15 min (tratamientos con m-THPPo). Los 
diferentes procesamientos experimentales se realizaron a distintos tiempos 
después de la irradiación. 
10. Fuente de irradiación 
La fuente de luz utilizada en nuestros experimentos fue un irradiador de LEDs (λ 
= 640±20 nm) con una intensidad de 4 mW/cm2, medida con un M8 Spectrum 
Power Energymeter. La dosis de luz administrada en todos los experimentos fue 
de 3,5 J/cm2. El dispositivo de irradiación estaba compuesto por 384 LEDs y 
poseía un  área de irradiación de 11 cm x 15 cm.   
11. Inhibidores de la endocitosis 
Para estudiar los mecanismos de endocitosis implicados en la internalización 
del FS ZnPc, incluido en liposomas o disuelto en DMF, en células A-549 o HeLa, 
se utilizaron varios inhibidores de los procesos endocíticos, los cuales fueron 
suministrados por Sigma-Aldrich. Estos compuestos fueron almacenados hasta 
el momento de su utilización siguiendo las siguientes indicaciones: 
 






11.1. Dynasore (Dyn) 
El Dyn es una pequeña molécula que interfiere con la actividad GTPasa de la 
dinamina, bloqueando las rutas endocíticas en las que esta proteína 
interviene: endocitosis mediada por clatrina, endocitosis mediada por 
caveolinas y algunos tipos de endocitosis independientes de clatrina y 
caveolinas.  
Para su almacenamiento y utilización, se siguieron las instrucciones indicadas 
por Kirchhausen y col (2008): el Dyn se diluyó en DMF a una concentración 200 
mM, se realizaron alícuotas de 10 o 20 µl de esta solución madre y se 
almacenó en oscuridad a una temperatura de -20 0C hasta el momento de su 
utilización. Debido al pequeño volumen de las alícuotas, y para prevenir que 
durante la descongelación de éstas, se condensase humedad que diluyera la 
solución madre, antes de los experimentos el Dyn se mantuvo durante 30 min a 
temperatura ambiente antes de abrir las alícuotas. 
11.2. Citocalasina D (CD) 
La CD es un compuesto de origen fúngico, que altera los microfilamentos de 
actina provocando su desorganización, por lo que es un inhibidor eficaz de las 
rutas endocíticas dependientes de actina, tales como la macropinocitosis y la 
endocitosis mediada por caveolinas. 
La CD se disolvió en agua destilada a una concentración de 100 µg/ml, se 
repartió en alícuotas de 1 ml y se almaceno a -20 0C hasta el momento de su 
utilización. 
11.3. Genisteina (Gen) 
La Gen es un compuesto de la familia de las isoflavonas, que actúa como 
inhibidor de las tirosina-kinasas de la familia Src, implicadas en la endocitosis 
mediada por caveolina, bloqueando de forma específica esta ruta 
endocítica. 
La Gen se disolvió en DMF a una concentración 10 mM, se repartió en 
alícuotas de 30 µl y se almacenó a -20 0C. A igual que en el caso del Dyn, 
antes de los experimentos se mantuvo durante 30 min a temperatura ambiente 
para evitar la condensación de humedad.  






Tabla 1. Concentración de los inhibidores utilizados en los estudios 
de endocitosis 
11.4. Metil-β-ciclodextrina (MβCD) 
Se trata de un oligosacárido cíclico capaz de extraer el colesterol de la 
membrana plasmática de las células en cultivo. Dado de que el colesterol es 
el elemento principal de las balsas lipídicas, la MβCD es un inhibidor de las 
rutas endocíticas que dependientes de estas estructuras.  
La MβCD se almacenó en nevera a 4 0C, disuelta en agua destilada a una 
concentración 88,1 mM. 
12. Tratamientos fotodinámicos en presencia de inhibidores de la 
endocitosis 
Antes de comenzar los tratamientos, las células se lavaron 3 veces con PBS 
para eliminar los restos de suero. Después, se preincubaron 1 h con los distintos 
inhibidores diluidos en DMEM sin suero, a la concentración indicada para tipo 
celular (Tabla 1). De este modo, nos aseguramos que en el momento en que 
añadimos el FS, la ruta endocítica que deseamos inhibir, está ya bloqueada.  
A continuación, las células se incubaron durante el tiempo correspondiente (1, 
3 o 24 h) con el inhibidor, ya fuera en presencia o ausencia de ZnPc 
(incorporada en liposomas o disuelta en DMF). Después de la incubación, las 
células se lavaron con PBS (x3) y se procesaron inmediatamente, o se dejaron 
en DMEM con suero antes de procesarlas 
 
 
Inhibidor A-549 HeLa 
Dynasore (Dyn) 80 µM 40 µM 
Citocalasina D (CD) 5 µg/ml 













13. Supervivencia celular  
La supervivencia celular se midió 24 h después de los tratamientos por el 
método del bromuro del 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT, 
Sigma-Aldrich). El MTT es un ensayo colorimétrico, basado en la capacidad del 
enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa, de reducir el MTT a formazán, 
un compuesto de color azul insoluble en medios acuosos. Permite evaluar la 
funcionalidad mitocondrial de las células tratadas, que es proporcional al 
número de células vivas. El MTT es uno de los métodos más utilizados para 
medir la supervivencia y proliferación celular. 
Partiendo de una concentración stock de MTT disuelto en PBS (1 mg/ml), se 
diluyó en DMEM hasta una concentración final de 0,05 mg/ml, que se añadió a 
las células durante 3 h a 37 0C, para permitir que el formazán precipitara. 
Después se retiró el medio y se añadieron 0,5 ml de DMSO a cada pocillo 
(multiwell 24x24) para disolver el formazán precipitado. Se midió la 
absorbancia a 540 nm obteniéndose así el valor de la viabilidad celular, que 
viene expresada como el porcentaje de la absorción del formazán de las 
células tratadas respecto a la absorción de las células control. 
Además, en cada experimento se realizó un blanco, para descartar la 
interferencia que el DMSO y el plástico de la placa de cultivo, tienen sobre los 
valores obtenidos en la absorbancia del formazán. Se incubó una placa 
multipocillo sin células con el MTT (0,05 mg/ml) durante 3 h, se retiró la solución, 
se añadieron 0,5 ml DMSO y se midió la absorbancia. La media de los valores 
obtenidos en estos pocillos, se restó a los datos obtenidos con las células, tanto 
control como tratadas. 
14. Tinción con Hoechst 33258 
La morfología nuclear de las células sometidas a los distintos tratamientos se 
valoró mediante tinciones con Hoechst 33258 (H-33258), un fluorocromo que se 
une de forma específica al ADN. Las células sembradas en cubreobjetos se 
fijaron con metanol frio 5 min, se dejaron secar al aire, se tiñeron con H-33258 
(Sigma-Aldrich) a una concentración de 5 μg/ml durante 2 min, se lavaron con 
agua destilada, se dejaron secar al aire, se montaron con DePeX y se 
observaron en microscopia de fluorescencia bajo excitación con luz UV. 






15. Tinción con azul de toluidina 
Para estudiar la morfología celular después de los tratamientos, las células 
crecidas en cubreobjetos se fijaron con metanol frío durante 5 min, se dejaron 
secar al aire, se tiñeron con azul de toluidina (AT; Merck, Alemania) al 0,05% 
m/v en agua destilada, durante 1 min, se lavaron con agua destilada, se 
dejaron secar, se montaron en DePex (Serva, Alemania) y se observaron en 
microscopía de campo claro. 
16. Ensayo TUNEL 
La fragmentación internucleosomal del ADN asociada a procesos apoptóticos, 
se evaluó mediante el ensayo TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-
mediated dUTP nick end-labelling). Esta prueba se basa en la capacidad del 
enzima deoxinucleotidil tranferasa terminal (TdT), de catalizar la adición a los 
extremos 3´-OH libres del ADN, generados durante la apoptosis, de moléculas 
de dUTP marcadas con fluoresceína, tiñendo de este modo los núcleos que 
han sufrido un mecanismo de muerte de tipo apoptótico.  
Tres horas después de los tratamientos, las células crecidas sobre cubreobjetos 
se fijaron 15 min con formaldehido diluido 1:10 en PBS, se lavaron con PBS (x3), 
se permeabilizaron con Tritón X-100 (0,1%  v/v) durante 2 min y se incubaron 1 h 
a 37 0C con la mezcla reactiva TUNEL (Roche, USA). Se lavaron con agua 
destilada, se montaron con ProLong y se observaron en el microscopio de 
fluorescencia con excitación azul. 
17. Ensayo Annexina V/Ioduro de propidio 
Durante las fases iniciales de algunos procesos apoptóticos y otros mecanismos 
de muerte, se produce la translocación de la fosfatidilserina (PS), un fosfolípido 
presente en la cara interna de la membrana plasmática, que pasa a 
localizarse en la cara externa de la bicapa lipídica, lo que actúa como señal 
para atraer a los fagocitos, que endocitan los cuerpos apoptóticos resultantes 
del proceso de muerte celular.  
Para evaluar la posible intervención de este evento en respuesta a los 
tratamientos fotodinámicos, se utilizó el kit para microscopia de fluorescencia 
Annexina V (ANV) conjugada con FITC (BD Biosciences, USA). La ANV es una 






proteína capaz de unirse a la PS, por lo que es utilizada para discriminar in vivo 
aquellas células que presentan PS en la cara externa de la membrana 
plasmática. Para completar el ensayo, añadimos ioduro de propidio (IP), un 
agente intercalante del ADN, que tiñe de rojo el núcleo de las células que han 
perdido su integridad de membrana, pero que no es capaz de internalizarse 
en células con la membrana plasmática intacta. De este modo valoramos la 
translocación de PS (ANV) y la integridad de la membrana plasmática (IP). 
A distintos tiempos después de irradiar, las células sembradas en cubreobjetos 
se lavaron dos veces con PBS y una vez con el buffer de unión para Annexina-
V. Las células se incubaron con ANV-FITC diluida 1:20 en el buffer de unión y 
con IP (1 µg/ml), durante 15 min a temperatura ambiente y en oscuridad. Se 
lavaron dos veces más con el buffer de unión y se observaron directamente en 
microscopia de fluorescencia bajo excitación azul. 
18. Inmunofluorescencia indirecta para caspasa-2 activa 
La caspasa-2 es una proteasa implicada en algunos procesos apoptóticos. Se 
encuentra en el núcleo, el citoplasma y en la cara citosólica del aparato de 
Golgi, actuando como iniciadora o efectora de la apoptosis en función de 
dicha localización. La activación de la caspasa-2 en respuesta a los distintos 
tratamientos fotodinámicos, se estudió utilizando un anticuerpo primario que 
únicamente reconoce la forma activa de esta proteína.  
Después de los tratamientos fotodinámicos, las células crecidas sobre 
cubreobjetos se fijaron 15 min con formaldehido diluido 1:10 en PBS, se lavaron 
con PBS (x3), se permeabilizaron con Tritón X-100 (0,1% v/v) 5 min, se incubaron 
30 min con albumina sérica bovina (ASB, Sigma-Aldrich, USA) diluida al 3% 
(m/v) en PBS y se incubaron 1 h a 37 ºC con 50 μl de anticuerpo primario 
(anticuerpo policlonal de cabra anti-caspasa-2 activa, Santa Cruz 
Biotechnology, USA) diluido 1000 veces en ASB al 3%. Se lavaron con PBS (x3), 
se permeabilizaron con Tritón 5 min más y se incubaron 1 h a 37 ºC con 50 μl 
del anticuerpo secundario (anticuerpo de burro anti-cabra marcado con 
Texas Red, Santa Cruz Biotechnology, USA) diluido 1:1500 en ASB 3%. Se 
volvieron a lavar con PBS (x3) y se contratiñeron los núcleos con H-33258 (5 






μg/ml) durante 3 min. Se lavaron con agua destilada, se montaron con 
ProLong y se miraron en el microscopio de fluorescencia con excitación verde. 
19. Inmunofluorescencia indirecta para golgina-130 
Para evaluar la estabilidad del aparato de Golgi después de los tratamientos 
fotodinámicos, se utilizaron tinciones de inmunofluorescencia para golgina-130 
(GM-130), una proteína de la matriz de dicho orgánulo, en el cumple funciones 
de tipo estructural.  
Las células sembradas en cubreobjetos se fijaron 15 minutos con formaldehido 
diluido 1:10 en PBS, se lavaron con PBS (x3), se permeabilizaron con Tritón X-100 
(0,1% v/v) durante 5 min y se incubaron 1 h a 37 0C con 50 µl de anticuerpo 
primario monoclonal anti-GM130 (BD Transduction Lab, USA) a una 
concentración 1:100 en PBS. Seguidamente se lavaron con PBS (x3), se 
permeabilizaron con Tritón 5 min más y se incubaron 1 hora con 50 µl del 
anticuerpo secundario anti ratón marcado con FITC (1:200 en PBS). 
Posteriormente se lavaron con PBS (x3) y se contratiñeron con Ho-33258.  Se 
lavaron con agua destilada y se montaron con ProLong. Las observaciones de 
las células se realizaron en microscopía de fluorescencia (excitación azul y 
ultravioleta) 
20. Inmunofluorescencia indirecta para citocromo C 
El citocromo C es una proteína localizada en la membrana mitocondrial 
interna y que interviene en la cadena de transporte de electrones. Sin 
embargo, en respuesta a determinados estímulos apoptóticos, algunas 
proteínas de la familia Bcl-2 inducen la formación de poros en la membrana 
mitocondrial externa, que permiten la liberación de esta proteína al 
citoplasma, donde se une a otras proteínas formando un complejo llamado 
apoptosoma, que desencadena las fases finales de la apoptosis. 
Se estudió la localización el citocromo C después de los tratamientos 
fotodinámicos, para lo que las células crecidas sobre cubreobjetos se fijaron 15 
min con formaldehido diluido 1:10 en PBS a 4 0C, se lavaron con PBS (x3), se 
permeabilizaron con Tritón X-100 (0,1% v/v) durante 5 min y se incubaron 30 min 
en una solución de bloqueo (5% ASB, 5% SFB y 0,02% Triton X-100 en PBS) a 






temperatura ambiente, para evitar las uniones inespecíficas del anticuerpo. 
Después, las células se incubaron 1 h a 37 0C  con el anticuerpo primario 
(anticuerpo monoclonal de ratón anti-citocromo C, Invitrogen) diluido a una 
concentración 1:100 en solución de bloqueo (la misma que el anticuerpo 
primario), se lavaron 3 veces con PBS, se permeabilizaron de nuevo con Tritón 
X-100 (0,1% v/v) durante 5 min y se incubaron con el anticuerpo secundario 
(anticuerpo de cabra anti-ratón conjugado con FITC, Sigma-Aldrich) a una 
concentración 1:200 en solución de bloqueo, durante 1 h a 37 0C. Las células 
se lavaron con PBS, se contratiñeron con H-33258, se lavaron con agua 
destilada, se montaron con ProLong y se miraron en el microscopio de 
fluorescencia con excitación azul. 
21. Tratamientos fotodinámicos en presencia de Necrostatina-1 (Nec-1) 
Para estudiar la posible implicación de la necroptosis en el mecanismo de 
inactivación celular inducido por los tratamientos fotodinámicos con ZnPc, se 
utilizó un inhibidor específico de esta ruta de muerte, la Nec-1. Se trata de una 
pequeña molécula capaz de inhibir alostéricamente la actividad kinasa de 
RIP-1, una proteína implicada en las fases iniciales de la necroptosis. Dado que 
Nec-1 no afecta a otras de la funciones de RIP-1, se considera un inhibidor 
bastante específico de este mecanismo de muerte celular. 
Las células se incubaron 1 o 3 h con Nec-1 (Sigma-Aldrich), diluida en DMEN sin 
suero a distintas concentraciones (100, 150, 200, 300 y 400 µM), en presencia o 
ausencia de ZnPc. Después de la incubación, las células se lavaron tres veces 
con PBS y se irradiaron durante 10 min en presencia de Nec-1 diluida en DMEN, 
a la misma concentración que durante las incubaciones. Después de irradiar, 
se sustituyó el DMEN con Nec-1 por DMEN con suero, en el que se mantuvieron 
las células hasta el momento de procesarlas. 
22. Tinción con faloidina conjugada con rodamina (TRITC- faloidina) 
La organización de los microfilamentos de actina después de los tratamientos 
con CD, se evaluó mediante tinciones con faloidina conjugada con rodamina. 
La faloidina es un compuesto de origen fúngico que se une a los 
microfilamentos de actina y los estabiliza, lo que permite utilizar este 






compuesto conjugado con un fluorocromo, rodamina en este caso, para 
estudiar la estructura de los microfilamentos en microscopía de fluorescencia.  
Las células crecidas sobre los cubreobjetos se fijaron 15 min con formaldehido 
(Panreac) diluido 1:10 en PBS, se lavaron con PBS tres veces y se 
permeabilizaron 5 min con Tritón X-100 (0,5% v/v, Sigma-Aldrich). Se añadieron 
50 μl de TRITC-faloidina (Sigma-Aldrich) a concentración 1:200 en PBS, durante 
45 min a 37 0C. Se lavaron con PBS (x3), se contratiñeron los núcleos con H-
33258 a una concentración de 5 μg/ml, durante 3 min, se lavaron con agua 
destilada, se montaron con Prolong (Molecular Probes, USA) y se observaron en 
microscopía de fluorescencia con excitación verde y UV . 
22. Inmunofluorescencia indirecta para tubulina 
El efecto de la CD sobre el citoesqueleto de microtúbulos se estudió mediante 
inmunofluorescencia indirecta para tubulina. Las células sembradas en los 
cubreobjetos se fijaron 5 min con metanol frío, se lavaron con agua destilada 
(x3) y con PBS (x3), se permeabilizaron con Tritón X-100 (0,5% v/v) 5 min y se 
incubaron 1 h a 37 0C con 50 μl de anticuerpo primario (anticuerpo 
monoclonal de ratón anti-tubulina, Sigma-Aldrich), diluido en PBS a una 
concentración 1:100. Se lavaron con PBS (x3), se permeabilizaron con Tritón 5 
min más y se incubaron 1 h y 15 min a 37 0C con 50 μl del anticuerpo 
secundario (anticuerpo de cabra anti-ratón marcado con FITC, Sigma-Aldrich) 
a una concentración 1:200 en PBS. Se volvieron a lavar con PBS tres veces y se 
contratiñeron los núcleos con H-33258 (5 μg/ml) durante 3 min. Se lavaron con 
agua destilada y se montaron con Prolong. Las observaciones se realizaron en 
microscopía de fluorescencia bajo luz de excitación azul y UV. 
23. Espectroscopía  
Los espectros de absorción y la evaluación de la  concentración de los FSs 
incorporados en los distintos vehiculizantes estudiados, se determinó utilizando 
un espectrofotómetro Shimadzu UV-1601 (Shimadzu, Japón). 
En los ensayos de supervivencia, la medición de la absorbancia del formazán 
formado tras las incubaciones de los cultivos con MTT, se realizó a 540 nm en un 
lector de placas Spectra Fluor (Tecan, Suiza).  







Para la observación rutinaria de los cultivos celulares durante su 
mantenimiento, así como a lo largo y después de los distintos tratamientos, se 
utilizó un microscopio invertido Olympus CKX31. 
Las observaciones microscópicas de las células sometidas a los distintos 
tratamientos, se realizaron en un microscopio de epifluorescencia Olympus 
BX61, equipado con una lámpara de mercurio HBO de 100 W y filtros de 
excitación ultravioleta (365 nm), azul (450-490 nm) y verde (546 nm). Las 
fotografías se obtuvieron con una cámara digital Olympus DP50 y se 
procesaron con Adobe Photoshop 8.0 (Adobe Systems, USA). 
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De este trabajo de tesis se pueden extraer las siguientes conclusiones: 
 El mecanismo de muerte inducido por el fotosensibilizante ZnPc, en células 
HeLa, es dependiente del tiempo de incubación, el cual determina la 
localización subcelular del FS en el momento de la irradiación, y por tanto, 
la diana primaria del tratamiento fotodinámico.  
 Las incubaciones de 1 h con ZnPc inducen la inactivación celular por un 
mecanismo de tipo necrótico clásico, mientras que los tratamientos de 3 h 
producen una muerte celular de tipo necroptótico. Este trabajo es uno de 
los primeros en describir este tipo de muerte celular en respuesta a 
tratamientos fotodinámicos. 
 El nuevo fotosensibilizante, m-THPPo o temoceno, presenta una 
propiedades fotofísicas adecuadas, una toxicidad en ausencia de 
irradiación muy baja y una localización subcelular dependiente del 
sistema de vehiculización en que se administre a las células HeLa. 
 Los tratamientos fotodinámicos en células HeLa, con m-THPPo vehiculizado 
en DMSO, inducen un mecanismo de tipo apoptótico mediado por las 
mitocondrias, mientras que el temoceno incluido en liposomas produce un 
mecanismo de apoptosis independiente de estos orgánulos. 
 El fotosensibilizante ZnPc se incorpora a las células a través de distintos 
mecanismos endocíticos en función del mecanismo de vehiculización en 
el que se incluya y de la línea celular a la que se administre. 
 La ZnPc, incluida en liposomas de DPPC, es internalizada por un 
mecanismo de endocitosis dependiente de clatrina, tanto en células A-549 
como en células HeLa. Por el contrario, este mismo FS vehiculizado en DMF, 
penetra en células A-549 por un mecanismo endocítico mediado por 
caveolinas, mientras que en células HeLa es internalizado por una ruta 
endocítica independiente de clatrina y caveolina. Este estudio es el 
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Cuando tenía tres años le dije a mis padres que quería ser "escritor de 
animales". La palabra biólogo no entraba en el vocabulario de un niño tan 
pequeño y la posibilidad de que existiesen cosas menores que un mosquito era 
algo inimaginable para mí, así que inventé esa profesión para describir lo que 
quería "ser de mayor".   
Siempre me interesó saber cómo y por qué funcionaban las cosas que estaban 
vivas. Uno de mis primeros recuerdos es pasar las mañanas de verano 
persiguiendo a mi abuelo Pepe, mientras él "cazaba gamusinos" en la playa de 
los Alisios de La Manga del Mar Menor. Los "gamusinos", era como mi abuelo 
llamaba a unos gusanos que vivían enterrados en la arena dentro del mar 
(siento no ser más específico con el género y especie, pero hace casi 20 años 
que no veo uno), y que él usaba como cebo para pescar. Mientras los 
buscábamos, veíamos caballitos de mar, peces, cangrejos y muchos más 
"bichos" (ahora es difícil encontrar allí algo que no sea una medusa), que me 
dejaron fascinado. En esas largas mañanas de verano creo que comenzó mi 
interés por la Biología, por lo que supongo que la vocación me viene de lejos, 
como creo que nos pasa a todos los que nos metimos en esta carrera. 
El tiempo pasó y descubrí que, efectivamente, había cosas mucho más 
pequeñas que un mosquito, y que a lo que me quería dedicar es a intentar 
entender cómo funcionaban. Y así llegó el instituto (donde tuve alguna duda 
de si este era mi camino), la carrera y ahora llego al final de este tramo que es 
el doctorado, y tengo mucho que agradecer a mucha gente: 
En primer lugar, a mi directora de tesis, la Dra. Magdalena Cañete, por 
haberme dado la oportunidad de realizar esta tesis y por su ayuda, dedicación 
y paciencia para que todo esto fuera posible. También a sus compañeros en 
el grupo de investigación, los Dres. Ángeles Villanueva y Juan Carlos Stockert, 
por su ayuda y colaboración estos años. 
A todas mis chicas de A-115, con quienes he compartido grandes momentos a 
lo largo de estos 7 años. Hay gente que me decía que si no me volvía loco 
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de risas. Especialmente quiero mencionar a Marta, Patri y, sobre todo, a Isa (mi 
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departamento de Biología, con quienes he tomado un café, compartido una 
comida o, simplemente, he tenido una charla amena. 
Entrando en el plano familiar, los primeros a quien tengo que dar las gracias es 
a mis padres, Ángel y Marisa. Aunque esto sea una sección de 
agradecimientos, pero nunca podré expresar con palabras la gratitud que 
siento por todo lo que me habéis dado. Vuestro amor, apoyo y consejo me 
han traído hasta aquí y me han convertido en lo que soy ahora. Siempre 
habéis confiado en mí de forma incondicional y me habéis ayudado a superar 
los peores momentos. Solo espero haber estado a la altura. Os admiro y os 
quiero (aunque no os lo diga lo suficiente). 
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